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1 Einleitung
1.1 Das Influenza Virus
Influenza Viren sind die Erreger der klassischen Grippe, einer hoch kontagiösen Infekti-
onskrankheit, die jährliche Epidemien zur Folge hat von der nach Schätzung der WHO 
10-20 % der Weltbevölkerung betroffen sind. Trotz umfassender Impfprogramme sterben 
weltweit jährlich 250.000 bis 500.000 Menschen an einer Influenza (WHO Fact sheet No. 
211; 2009). Influenza Viren gelangen über Aerosole in den Organismus (Tröpfcheninfek-
tion) und infizieren primär Lungenepithelzellen des oberen und unteren Respirations-
traktes. Das Krankheitsbild der Influenza ist breit gefächert und reicht über inapparente 
Verläufe bis hin zu respiratorischen Erkrankungen mit systemischen Komplikationen, die 
Lunge, Herz, Nieren und Muskel betreffen. Schwere Verläufe sind dabei meist an bakte-
rielle Superinfektionen gekoppelt (Sethi, 2002). 
Influenza Viren weisen eine hohe genetische Variabilität auf. Diese beruht zum einen 
auf der hohen Fehlerrate der viralen Polymerase während des Replikationszyklus, zum 
anderen auf der Fähigkeit zur Reassortierung, dem Austausch von Genomsegmenten 
zwischen verschiedenen Virusstämmen mit unterschiedlichen Oberflächenglykoprotei-
nen. Während beim „Antigendrift“ einzelne Punktmutationen die antigenen Eigenschaf-
ten der viralen Oberflächenglykoproteine der saisonal zirkulierenden Virusvariante nur 
gering verändern, führt ein „Antigenshift“ zu einer starken Veränderung der Antigenität 
und bildet so die Grundlage für die Enstehung von Pandemien. Im letzten Jahrhun-
dert kam es zu drei großen Influenza Pandemien. Davon war die als „spanische Grip-
pe“ (H1N1) bekannte Influenza Pandemie von 1918/1919 die Verheerendste, an deren 
Folgen weltweit 40-50 Millionen Menschen starben (Johnson & Mueller, 2002; Tauben-
berger, 2006). Dieser folgten 1957 die sog. „Asiatische Grippe“ (H2N2) und 1968 die 
„Hongkong-Grippe“ (H3N2), die beide ihren Ursprung in Südostasien oder China hatten. 
Die jüngsten Ausbrüche der hoch kontagiösen sog. Schweinegrippe (A/H1N1v) (S-OIV) 
von 2009 (Neumann et al., 2009; Belser et al., 2011) sowie die direkte Übertragung von 
hochpathogenen aviären Influenza A Viren vom Subtyp H5N1 auf den Menschen (Van 
Kerkhove et al., 2011) unterstreichen das gefährliche Potential der Influenzaviren und 
verdeutlichen die Wichtigkeit der Entwicklung neuer Impfstrategien und Therapieansät-
ze sowie einer besseren Analyse der Virus-Wirt-Interaktionen.
1.1.1 Taxonomie und Morphologie von Influenza Viren
Influenza Viren gehören zu der Familie der Orthomyxoviridae, zu welcher ebenso Thogo-
toviren und Isaviren  zählen (Clerx et al., 1983; Falk et al., 1997) Sie zeichnen sich durch 
ein einzelsträngiges und segmentiertes RNA-Genom aus, welches in negativer Orien-
tierung vorliegt. Influenzaviren werden aufgrund unterschiedlicher serologischer Eigen-
schaften des Nukleoproteins (NP) und Matrixproteins (M1) in die drei Gattungen Influen-
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zavirus A, B und C unterteilt (Palese & Shaw, Fields Virology, 5th edition, 2006; Cheung & 
Poon, 2007). Während das RNA-Genom der Influenza A und B Viren aus 8 Segmenten 
besteht, sind die Proteine der Influenza C Viren auf 7 Segmenten kodiert. Ferner un-
terscheiden sich Vertreter dieser drei Gattungen hinsichtlich ihrer Oberflächenproteine. 
Während Influenza A und B Viren für je ein Hämagglutinin (HA) und eine Neuraminidase 
(NA) auf ihrer Oberfläche kodieren, vereinigen Influenza C Viren die Eigenschaften die-
ser Proteine in einem Oberflächenprotein, dem Hämagglutinin-Esterase-Fusionsprotein 
(HEF) (Herrler & Klenk, 1991). Darüber hinaus bestehen Unterschiede hinsichtlich ihres 
Wirtspektrums. Das Wirtspektrum der Influenza A Viren ist breit gefächert und umfasst 
vor allem Vögel, aber auch Menschen, Schweine, Pferde sowie Seehunde und Wale. 
Dabei werden Wasservögel, insbesondere Wildenten als natürliches Reservoir der In-
fluenza A Subtypen angesehen (Webster et al., 1992). Influenza B Viren sind hingegen 
ausschließlich humanpathogen und Influenza C Viren können neben dem Menschen nur 
Schweine infizieren (Clerx et al., 1983; Hay et al., 2001).
Eine weitere Einteilung von Influenza A Viren in verschiedene Subtypen erfolgt aufgrund 
unterschiedlicher antigener Eigenschaften ihrer Oberflächenproteine HA und NA. Bisher 
konnten 16 verschiedene Hämagglutinine (H1-H16) und neun verschiedene Neurami-
nidasen (N1-N9) identifiziert werden, wobei die Subtypen H1N1, H2N2 und H3N2 hu-
manpathogene Influenzaviren darstellen und die saisonalen Grippeepidemien auslösen 
(Rott, 1992). Die Subtypen H5N1 und H7N1 zählen hingegen zu den hochpathogenen 
aviären Influenzaviren und kommen nur sporadisch beim Menschen vor.
Die Viruspartikel der Orthomyxoviridae weisen eine sphärische oder pleomorphe Ge-
stalt auf und haben einen Durchmesser von ca. 100-120 nm. Das RNA-Genom der In-
fluenzaviren besteht aus acht einzelsträngigen RNA-Segmenten, welche wiederum als 
Nukleokapside vorliegen (Palese & Shaw, Fields Virology, 5th edition, 2006). Jedes Nu-
kleokapsid besteht hierbei aus einem RNA-Segment, was mit dem Nukleopotein (NP) 
und dem trimeren Polymerasekomplex bestehend aus PB1 (polymerase basic protein 
1), PB2 (polymerase basic protein 2), und PA (polymerase acidic protein) enkapsidiert 
vorliegt (Detjen et al., 1987). Die Nukleokapside sind von einer Hüllmembran umgeben, 
die bei der Virusfreisetzung von der zytoplasmatischen Membran der Wirtszelle gebildet 
wird (Kates et al., 1962). In diese Hüllmembran sind die viruskodierten, glykosylierten 
Oberflächenproteine HA und NA eingelagert (Cheung & Poon, 2007). Das Matrixprotein 
2 (M2) bildet als Tetramer einen Ionenkanal, der die Hüllmembran durchdringt (Sugrue 
& Hay, 1991; Pinto & Lamb, 2006). Das Matrixprotein 1 (M1) kleidet die Innenseite der 
Virushülle aus und ist im Weiteren mit den viralen Ribonukleoproteinkomplexen (vRNP) 
assoziiert.
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Abbildung 1:   Schematische Darstellung eines Influenza Viruspartikels. Influenza Viruspartikel sind 
von einer Hüllmembran umgeben, in die die Oberflächenproteine NA (gelb) und HA (blau) 
sowie das Ionenkanalprotein M2 (orange) verankert sind. Unterhalb der Lipidschicht kleidet 
das M1 Protein (lila) das Virusinnere aus. Das einzelsträngige virale RNA-Genom ist mit dem 
Polymerasekomplex (PB1, PB2 und PA) (rot) und NP (grün) komplexiert. Die acht Genseg-
mente kodieren hierbei insgesamt für mindestens 13 virale Proteine. NS1, PB1-F2, N40 und 
M42, letztere nicht in dieser Abbildung enthalten, sind als Nicht-Strukturproteine nicht in das 
Virion integriert (nach Ludwig et al. 2003).
1.1.2 Genomorganisation und kodierte Proteine
Das segmentierte RNA-Genom der Influenzaviren umfasst ca. 13000 Basen, wobei die 
kodierenden Sequenzen von nicht-kodierenden Sequenzen flankiert werden. Die einzel-
nen RNA-Segmente (vRNA) liegen in negativer Orientierung vor und können somit nicht 
direkt in Proteine translatiert werden. Mit Hilfe der viralen RNA-abhängigen RNA-Poly-
merase (PB1, PB2 und PA), die als Bestandteil des Viruspartikels in die Wirtszelle ein-
gebracht wird, wird die vRNA in die komplementäre messenger-RNA (mRNA) transkri-
biert, welche in die viralen Struktur- und Nicht-Strukturproteine translatiert wird. Jedes 
vRNA-Segment ist am 3´-Ende mit dem heterotrimeren Polymerasekomplex assoziiert 
und liegt über seine gesamte Länge mit dem Nukleoprotein (NP) komplexiert vor. Dabei 
ist NP an das Phosphat-Zucker-Rückgrat der vRNA gebunden (Baudin et al., 1994; Pa-
lese & Shaw, Fields Virology, 5th Edition, 2006).
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Abbildung 2: 
Influenza Virus RNP
PB2
PB1
5'
PA
3'
  Schematische Darstellung eines viralen Ribonukleoproteinkomplexes (verändert nach 
Paul Digard, Dept Pathology, University of Cambridge). Das virale RNA-Segment (vRNA) ist 
mit dem trimeren Polymerase-Komplex bestehend aus den Untereinheiten PB1 (gelb), PB2 
(grün) und PA (rot) assoziiert und über seine gesamte Länge mit dem Nukleoprotein (blau) 
komplexiert.
Die acht einzelsträngigen RNA-Segmente kodieren für die neun Strukturproteine HA, 
NA, PB1, PB2, PA, NP, M1, M2 und NS2 sowie für vier Nicht-Strukturproteine NS1, PB1-
F2, N40 und M42 (Wise et al., 2010), deren Funktionen und Eigenschaften im Folgenden 
in Tabelle 1 zusammengefasst sind.
 
vRNA 
Segment
Länge 
(nt) Protein
Protein-
größe (kDa) Funktion und Eigenschaften
1 2341 PB2 80
Erkennung und Bindung zellulärer Cap-
Strukturen (cap-snatching), beteiligt an 
Transkription, basisch
2 2341
PB1 87
RNA-abhängige RNA-Polymerase, 
Transkription und Replikation, katalysiert 
Polymerisierung der Nukleotide, bindet 
Polymeraseuntereinheiten PB2 und PA, 
basisch, phosphoryliert
N40 82 N-terminal verkürzte Sequenz von PB1, 
beeinflusst Polymeraseaktivität von PB1
PB1-F2 11
Virulenzfaktor, beeinflusst Polymeraseak-
tivität von PB1, Interferonantagonist, 
phosphoryliert
3 2233 PA 83
Beteiligt an Transkription und Replikation, 
Serinproteaseaktivität (in vitro), Endonuk-
leaseaktivität, sauer
4 1778 HA 77
TypI-Membranprotein, spaltbar in HA1 und 
HA2, Rezeptorbindung/Hämagglutination, 
Membranfusion, Induktion neutralisieren-
der Antikörper, glykosyliert
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vRNA 
Segment
Länge 
(nt) Protein
Protein-
größe (kDa) Funktion und Eigenschaften
5 1565 NP 56
Enkapsidierung von vRNA und cRNA, 
reguliert über nukleäres Lokalisationssig-
nal (NLS) Kernimport der vRNPs, regula-
torische Funktion beim Wechsel zwischen 
Transkription und Replikation
6 1413 NA 56
TypII-Membranprotein, Abspaltung 
endständiger Neuraminsäuren, Induktion 
neutralisierender Antikörper, glykosyliert
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1027
M1 26
Matrixprotein, Hauptkomponente des 
Viruspartikels, funktionell aktiv bei Mor-
phogenese
M2 15
TypIII-Membranprotein, Ionenkanalpro-
tein, vermittelt Bindung zwischen vRNPs 
und M1, beteiligt an Morphogenese
M42 ? Spleißvariante von M2, Funktion unbe-kannt
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890
NS1 28
Interferonantagonist, inhibiert RNA Splei-
ßen, Polyadenylierung und Kernexport 
der zellulären mRNAs
NS2/
NEP 11 Vermittelt Kernexport der vRNPs
Tabelle 1:  Funktionen und Eigenschaften der Influenzaproteine am Beispiel von A/PR/8/34. 
(nach Fields Virology, 5th Edition, 2006; Wise et al., 2009; Wise et al., 2010).
In allen acht RNA-Segmenten verschiedener Influenzastämme finden sich hochkonser-
vierte Regionen, die den basalen Promotor für die virale Transkription und Replikation 
bilden (Desselberger et al., 1980; Parvin et al., 1989, Li & Palese, 1992). Dabei handelt 
es sich um die ersten 12 Nukleotide am 3´-Ende und die letzen 13 Nukleotide am 5´-
Ende jedes viralen Gensegmentes, die über einzelne Nukleotide komplementär sind 
und dem RNA-Segment so eine sogenannte „Korkenzieherstruktur“ geben (Flick et al., 
1996). Ausgehend von diesem Influenza-spezifischen Promotor wird mit Hilfe der RNA-
abhängigen RNA-Polymerase die Transkription und Replikation initiiert. Fünf der acht 
Influenza-Gensegmente kodieren für eine monocistronische mRNA, d.h. für ein einzel-
nes Genprodukt, wie PB2, PA, NP, HA und NA. Die anderen drei Gensegmente (NS1, 
M1, PB1) kodieren für jeweils zwei bzw. drei Genprodukte. Während PB1, M1 und NS1 
jeweils von der ungespleißten mRNA des jeweiligen Gensegmentes translatiert wer-
den, entstehen NS2 und M2  durch alternatives Spleißen der bi- bzw. polycistronischen 
mRNA durch das zelluläre, nukleäre Spleißosom. Das PB1-F2 Protein wird hingegen in 
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einem überlappenden Leserahmen (+1 ORF) innerhalb der PB1 mRNA kodiert (Chen 
et al., 2001). Die Bedeutung und Funktion dieses Influenzaproteins wird in Kapitel 1.1.5 
noch detaillierter erläutert. 
Das erst kürzlich identifizierte N40 ist eine N-terminal verkürzte Version des PB1 und 
wird unter Nutzung eines alternativen Startkodons (AUG5), welches 115 Nukleotide 
„downstream“ des ersten Startkodons im ersten PB1-Leserahmen liegt, kodiert (Wise et 
al., 2009). Die Expression der drei vom PB1-Segment kodierten Proteine (PB1, PB1-F2 
und N40) ist dabei voneinander abhängig. PB1-F2 und N40 sind für die Virusreplikation 
zwar nicht essentiell, jedoch sind Viren mit fehlendem N40 und intaktem PB1-F2 Lese-
rahmen hinsichtlich ihrer Vermehrung gegenüber Wildtyp-Viren benachteiligt.
Das erst kürzlich identifizierte 13. Influenzaprotein M42 ist eine Spleißvariante des M2 
Ionenkanalproteins. Seine Entdeckung könnte Konsequenzen für die zukünftige Ent-
wicklung von Medikamenten haben (Wise et al., 2010).
1.1.3 Virale Genexpression und Replikation von Influenzaviren
Der Replikationszyklus von Influenza Viren beginnt mit deren Adsorption an Rezepto-
ren auf der Oberfläche von Zellen, typischerweise Epithelzellen der oberen Atemwege. 
Mittels ihres Oberflächenglykoproteins HA binden die Viren an N-Acetylneuraminsäuren 
von Glykoproteinen auf der Oberfläche der zu infizierenden Wirtszelle, welche die zel-
lulären Rezeptoren darstellen (Abb. 3a) (Stegmann et al., 1990; Skehel & Wiley, 2000). 
Dabei ist die Spezifität der Rezeptorbindung abhängig von der Herkunft der IAV. Wäh-
rend humane Influenza Subtypen bevorzugt an N-Acetylneuraminsäuren binden, die 
α26 glykosidisch an Galaktose gebunden sind, besitzen aviäre IAV eine Präferenz 
für α23 Verknüpfungen (Rogers & Paulson, 1983; Connor et al., 1994; Suzuki, 2005). 
Zellen in der Lunge von Schweinen besitzen sowohl α23 als auch α26 glykosidisch 
gebundene N-Acetylneuraminsäuren auf ihrer Oberfläche. Man geht davon aus, dass 
Koinfektionen von Schweinen mit aviären und humanen Viren die Grundlage für die Bil-
dung von humanpathogenen Reassortanten bilden, wobei das Schwein als sog. „mixing 
vessel“ fungiert (Scholtissek, 1995). Jedoch konnte auch die direkte, wenn auch selte-
ne Übertragung aviärer IAV der Subtypen H5N1, H7N7 und H7N3 auf den Menschen 
gezeigt werden (Horimoto & Kawaoka, 2005). Infektionen mit aviären IAV des Subtyps 
H9N2 sind seit 1990 in Geflügelpopulationen endemisch, mittlerweile weltweit verbreitet 
und besitzen ebenfalls zoonotisches Potential (Li et al., 2003; Alexander, 2007). Die 
Übertragung von H9N2 IAV zwischen terestrischen und aquatischen Vögeln brachte 
neue Reassortanten hervor, deren Aminosäureanalyse ihres Hämagglutinins ein großes 
Potential dieser Viren nahelegt, direkt auf den Menschen übertragen werden zu können.
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Abbildung 3:  Schematische Darstellung des Replikationszyklus der Influenza A Viren (verändert nach 
Ludwig et al., 2003). Nach erfolgter Adsorption (a) gelangt das Virus über rezeptorvermittelte 
Endozytose in die Wirtszelle (b). Die Ansäuerung des Vesikelinneren bewirkt die Fusion von 
Endosomenmembran und Virushülle (c). Nach erfolgter Freisetzung der vRNP ins Zytoplas-
ma werden diese in den Zellkern importiert (d), wo Transkription und Replikation stattfinden 
(e). Die virale mRNA wird dann in das Zytoplasma transportiert und translatiert (f). Proteine 
mit Kernlokalisationssignal werden zurück in den Zellkern transportiert, um die sekundäre 
Transkription und Replikation zu initiieren. Die Glykoproteine HA, NA und M2 hingegen wer-
den post-translational prozessiert, zur Zellmembran transportiert und dort verankert. Neu syn-
thetisierte vRNP werden aus dem Zellkern exportiert (g), an der Wirtszellmembran mit den 
dort akkumulierten Glykoproteinen zu neuen Virionen verpackt (h) und durch Ausknospung 
freigesetzt (i).
Nach erfolgter Rezeptorbindung gelangt das Virus über rezeptorvermittelte Endozytose 
in die Wirtszelle (Abbildung 3b) (Stegmann et al., 1990; Skehel & Wiley, 2000). Für die 
Virusfreisetzung aus den endosomalen Vesikeln muss die virale Membranhülle mit der 
Endosomenmembran fusionieren. Für die Fusion ist eine Ansäuerung des Vesikelinne-
ren essentiell. Das in der Virusmembran eingelagerte M2-Protein fungiert dabei als Io-
nenkanal (Pinto et al., 1992; Takeuchi & Lamb, 1994). Die Ansäuerung bewirkt eine Kon-
formationsänderung im HA. Dadurch erfolgt die Freilegung der fusogenen Region am 
N-terminalen Ende der HA2-Untereinheit, welche sich dann in die Endosomenmembran 
einlagert und zur Verschmelzung der beiden Lipiddoppelschichten führt. Die Ansäuerung 
bewirkt außerdem die Dissoziation des M1-Proteins von dem viralen Ribonukleoprotein-
komplex (vRNP) sowie dessen Freisetzung ins Zytoplasma (Bui et al., 1996; Whittaker 
et al., 1996). Anschließend erfolgt der durch das virale NP vermittelte Import der vRNP 
in den Zellkern, wo alle viralen Transkriptions- und Replikationsschritte ablaufen (Abbil-
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dung 3d) (Jackson et al., 1982; Babcock et al., 2004). Durch die Interaktion zwischen 
der Kernlokalisationsequenz (NLS, nuclear localisation signal) des Nukleoproteins und 
der zellulären Transportmaschinerie werden die vRNP-Komplexe durch die Kernporen in 
den Zellkern transportiert (Martin & Helenius, 1991b; Whittaker et al., 2000).
Im Zellkern dient die virale genomische RNA (vRNA) als Matrize für die Synthese von 
zwei verschiedenen viralen RNA Spezies, die virale mRNA und die komplementäre RNA 
(cRNA). Während virale mRNA modifiziert und in virale Proteine translatiert wird, ist die 
cRNA ein vollständiger Gegenstrang zur genomischen viralen RNA und stellt als Inter-
mediat der Replikation die Matrize für die Synthese neuer vRNA-Segmente dar (Abbil-
dung 3e) (Palese & Shaw, Fields Virology, 5th Edition, 2006).
In der frühen Phase der Infektion erfolgt die primäre Transkription der vRNA, wobei das 
virale Genom durch den am 3´-Ende eines jeden RNA-Segmentes assoziierten Poly-
merasekomplex in mRNA transkribiert wird. Da die virale RNA-abhängige RNA-Poly-
merase weder die Transkription initiieren kann, noch die 5´-Enden der mRNA mit einer 
Cap-Struktur bzw. Methylgruppe modifizieren kann, was jedoch für die spätere Transla-
tionsinitiation an den eukaryotischen Ribosomen der Wirtszelle essentiell ist, ist ein sog. 
„Cap-snatching“ erforderlich (Shapiro & Krug, 1988; Cheung & Poon, 2007). Dazu er-
kennt und bindet das PB2 als Untereinheit des Polymerasekomplexes das 5´-Cap-Ende 
der zellulären mRNA, welche dann mit Hilfe der Endonukleasefunktion des PA mit 10-13 
zusätzlichen Nukleotiden abgespalten und an das 3´-Ende der vRNA angelagert wird 
(Ulmanen et al., 1981; Guilligay et al., 2008; Dias et al., 2009). Das dient der PB1-Un-
tereinheit als Primer für die nachfolgende Transkriptionselongation (Li et al., 2001). Eine 
uridinreiche Sequenz am 5´-Ende der vRNA führt zu einem „Stottern“ der Polymerase 
und dient somit als Polyadenylierungssignal des Transkriptes und Termination der Tran-
skription (Luo et al.,1991; Li & Palese, 1994). Die neusynthetisierten mRNAs werden 
dann ins Zytoplasma exportiert, wo die Translation durch die zelluläre RNA-Polymerase 
II erfolgt (Whittaker et al., 1996).
Die Translation der viralen, membranassoziierten Proteine HA, NA und M2 findet an der 
Membran des rauen endoplasmatischen Retikulums (rER) statt (Abb. 3f). Hier beginnt 
auch die nachfolgende Glykosylierung dieser Proteine, welche während ihres Trans-
portes durch das Trans-Golgi Netzwerk (TGN) fortgeführt wird. Nach der Prozessierung 
werden die HA und NA-Proteine über Golgi-Vesikel zur Plasmamembran der Wirtszelle 
transportiert und dort verankert.
Die Polymeraseproteine (PB1, PB2 und PA) sowie NP, NS1 und M1 werden an den 
freien Ribosomen im Zytoplasma translatiert und über ihre NLS wieder in den Zellkern 
transportiert, wo sie die sekundäre Transkription der vRNA und die Replikation initiieren 
(Shapiro et al., 1987). Dabei werden PB1 und PA als Komplex in den Kern transportiert, 
wo sie mit dem separat importierten PB2 assemblieren (Deng et al., 2006b; Tarendeau 
et al., 2007). 
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Für die nachfolgende virale Replikation ist ein Umschalten von mRNA-Synthese auf 
cRNA-Synthese erforderlich. Dabei stabilisieren die Polymeraseproteine und NP die 
synthetisierten cRNA-Moleküle und schützen sie vor Degradation, sodass die cRNA, 
die wiederum als Matrize für die Neusynthese von vRNA dient, repliziert werden kann 
(Vreede et al., 2004). Die Synthese von cRNA und vRNA erfolgt dabei primerunabhän-
gig (Deng et al., 2006a). Eine regulatorische Funktion des NS2/NEP-Proteins in Tran-
skription und Replikation wurde ebenfalls beschrieben (Robb et al., 2009). Anschließend 
an die Replikation erfolgt die Komplexierung der Polymeraseproteine und NP mit der 
neusynthetisierten vRNA (Noda & Kawaoka, 2010). NS2/NEP vermittelt in Form eines 
Adapters die Bindung der RNP-Komplexe an M1 und es erfolgt der Kernexport sowie 
Transport zu den bereits an der Zellmembran akkumulierten bzw. inserierten Glykopro-
teinen HA, NA und M2 (Abbildung 3g) (Martin & Helenius, 1991a; Whittaker et al., 1996; 
Zhang et al., 2000). Die Bindung des NS1-M1-RNP-Komplexes an die Glykoproteine 
sowie die nachfolgende Ausbildung der sog. „budding“-Strukturen wird ebenfalls vom M1 
vermittelt (Nayak et al., 2004; Rossman & Lamb, 2011). Die acht viralen Gensegmente 
werden dabei mittels individueller Verpackungssignalsequenzen innerhalb der einzelnen 
5´- und 3´-nicht-kodierenden Regionen assembliert und in die Viruspartikel inkorporiert 
(Abbildung 3h) (Hutchinson et al., 2010). Für die anschließende Ausknospung und Frei-
setzung des Viruspartikels (Abbildung 3i) ist eine durch die Neuraminidase-vermittelte 
Abspaltung der N-Acetylneuraminsäuren von der Zell- und Virusoberfläche essentiell 
(Palese & Compans, 1976; Cheung & Poon, 2007).
1.1.4 IAV stimulierte Genexpression / Das Interferonsystem 
Zur frühzeitigen Erkennung und Bekämpfung von Krankheitserregern verfügt jeder 
Mensch über ein Netzwerk von Zellen und löslichen Faktoren, die während der ers-
ten Stunden und Tage einer Infektion entgegenwirken können. Dieses angeborene Im-
munsystem sorgt daher für die erste, unspezifische Abwehrreaktion des Körpers gegen 
eindringende Pathogene wie Viren, Bakterien, Pilze und Parasiten. Das angeborene 
Immunsystem hat zum Ziel, die Infektion in der Frühphase einzuschränken und eine 
spezifische adaptive Immunantwort zu induzieren. 
Komponenten der angeborenen Immunität sind neben den natürlichen Barrieren für Pa-
thogene wie Epithelien und Schleimhäute auch Zellen, wie Granulozyten, Makrophagen, 
natürliche Killerzellen (NK) und dendritische Zellen (DC) sowie das Komplement-Sys-
tem und sog. Pattern Recognition Receptors (PRRs) auf den Zellen (Janeway, Travers, 
Walport & Shlomchik. Immunologie, 5. Auflage, 2002). Letztere dienen der Erkennung 
von Pathogen-assoziierten molekularen Mustern (PAMPs), wie z.B. bakterielle DNA und 
Zellwandbestandteile sowie virale einzelsträngige (ssRNA) bzw. doppelsträngige RNA 
(dsRNA) (Akira et al., 2006). Zu den PRRs zählen unterschiedliche Rezeptorfamilien 
wie die Toll-like Rezeptoren (TLR), die zytoplasmatischen RNA-Sensoren retinoic acid-
induced gene I (RIG-I) und melanoma differentiation associated gene 5 (MDA-5) sowie 
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die nucleotide oligomerization domain (NOD)-like receptors (NLRs) (Kumar et al., 2009; 
Mogensen, 2009; Schmolke & Garcia-Sastre, 2010). Der Erkennung der PAMPs durch 
PRRs folgt die Induktion der zellulären Immunantwort: die Aktivierung von intrazellulä-
ren Signalkaskaden, die dadurch induzierte Expression und Sekretion von Chemokinen 
und Zytokinen, wie z.B. Tumornekrosefaktor-α (TNF-α), die Interleukine und Interferone 
(IFN) sowie die damit verbundene Expression von IFN-stimulierten Genen (ISG).
Das Interferonsystem ist eines der effektivsten angeborenen antiviralen Verteidigungs-
systeme. Neben ihrer antiviralen Wirkung sind IFN auch an der Regulation des Zell-
wachstums, der Transkription, Translation und Apoptose sowie Aktivierung des Immun-
systems beteiligt (Goodbourn et al., 2000; Samuel, 2001). Die Einteilung der IFN erfolgt 
nach ihrer Aminosäuresequenz und Wirkung in drei Klassen: Typ I IFN (IFN-α, IFN-β, 
IFN-ε, IFN-δ; IFN-τ, IFN-κ und IFN-ω), Typ II IFN (IFN-γ) und Typ III IFN (IFN-λ1, IFN-λ2, 
IFN-λ3) (Randall & Goodbourn, 2008). In der antiviralen Immunantwort sind vor allem 
die Typ I IFN und im Besonderen IFN-β von Bedeutung. Die Expression von IFN-β ist 
dabei von drei wichtigen Transkriptionsfaktorklassen abhängig, NF-κB (nuclear factor-κ 
B), den AP-1 (activator protein-1) Faktoren, bestehend aus c-Jun und ATF-2 (activating 
transcription factor-2) sowie den IR-Faktoren (Interferon regulatory factor) -3 bzw. IRF-7. 
Diese Transkriptionsfaktoren binden an den IFN-β Promotor, bilden so einen Protein-
DNA-Komplex, das sog. IFN-β enhanceosome (Abbildung 4) und stimulieren die IFN-β 
Transkription (Wathelet et al., 1998; Panne, 2008). 
Abbildung 4: 
PRD IV
c-Jun
ATF-2
AP-1
IFN-β Expression
IFN-β Enhanceosom
IRF-3/7 IRF-3/7 p50/p65
NF-кBIRF-3/7
PRD I/III PRD II TATA
 Schematische Darstellung des IFN-β Enhanceosoms. Die Transkriptionsfaktoren IRF-3/7 
(rot), NF-κB (orange) sowie der heterodimere ATF-2/c-Jun-Komplex (AP-1) (grün) assemblie-
ren kooperativ auf dem IFN-β Promotor und bilden das sog. IFN-β Enhanceosom. Während 
die Bindungsaffinität der einzelnen Transkriptionsfaktoren an den IFN-β Promotor gering ist, 
wird eine optimale IFN-β Genexpression durch eine kooperative Bindung aller drei Faktoren 
erreicht. Dabei erfolgt die Bindung der Transkriptionsfaktoren „upstream“ der TATA-Box an 
unterschiedliche positiv regulatorische Domänen (PRD) in der Promotorregion des IFN-β-
Gens.
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Synthetisierte und sekretierte Typ I IFN Moleküle binden autokrin oder parakrin an den 
heterodimeren IFN Typ I Rezeptor (IFNAR) bestehend aus den Untereinheiten IFNAR1 
und IFNAR2, während die Bindung der Typ II IFN an den IFN-gamma Rezeptor (IFN-
GR) erfolgt (Randall & Goodbourn, 2008). Die folgende Aktivierung der JAK/STAT Si-
gnalkaskade führt zur Aktivierung der Rezeptor-assoziierten Tyrosinkinasen der JAK 
Familie (Januskinasen), die ihrerseits Mitglieder der signal transducer and activator of 
transcription (STAT)-Familie von Transkriptionsfaktoren phosphorylieren, damit aktivie-
ren und zur Bildung  eines als Transkriptionsfaktor fungierenden Proteinkomplexes wie 
z.B. Interferon-stimulated gene factor 3 (ISGF3) oder gamma-activated factor (GAF) bei-
tragen (Murray, 2007). Während ISGF3 an IFN-stimulated response element (ISRE) von 
IFN-α/-β-stimulierten Genen bindet, bindet GAF an die gamma-activation site (GAS)-
Elemente von IFN-γ-induzierbaren Genen (Bonjardim et al., 2009; Decker et al., 1997). 
Der Transkriptionsinduktion folgt die Synthese von IFN-stimulierten Genen, darunter die 
dsRNA-activated protein kinase (PKR), 2´-5´oligoadenylate synthetase 1 (OAS1), nitric 
oxide synthase 2 (NOS2), Viperin, myxovirus resistence gene (Mx) und die Guanylat-
bindenden Proteine (GBP) (Haller et al., 2007b; Randall & Goodbourn, 2008; De Veer et 
al., 2001). Davon vermitteln Mx, PKR und OAS durch Inhibition von Transkription oder 
Translation direkt einen antiviralen Zustand in der infizierten Zelle. Während OAS die 
Degradation von ssRNA bewirkt, inhibiert PKR die zelluläre Transkriptionsmaschinerie 
und damit die Synthese von zellulären sowie viralen Proteinen. Die antivirale Wirkung 
von Mx Proteinen und Guanylat-bindenden Proteinen wird in Kapitel 1.2.3 separat be-
handelt.
Die Effizienz der IFN-Antwort hat dazu geführt, dass Viren in ihrer Evolution spezifi-
sche Genprodukte und Mechanismen entwickelt haben, um die IFN-Genexpression 
oder IFN-induzierte Effektormoleküle der Wirtszelle zu inhibieren und so eine optimale 
Virusreplikation zu gewährleisten (Garcia-Sastre & Biron, 2006; Hale et al., 2010). Bei-
spielhaft ist hier das Influenza NS1 Protein. Dieses hält als Interferon-Antagonist die 
IFN-α/-β- und Zytokininduktion in einem tolerablen Bereich (Hale et al., 2008). Dabei 
limitiert NS1 die IFN-Induktion infizierter Zellen über vielfältige Mechanismen auf prä-
transkriptioneller und post-transkriptioneller Ebene. Durch Inhibierung der Aktivierung 
der Transkriptionsfaktoren ATF-2/c-Jun, IRF-3 und NF-κB verhindert NS1 eine effiziente 
IFN-α/-β-Genexpression (Ludwig et al., 2002; Talon et al., 2000; Wang et al., 2000). 
Durch Interferenz von NS1 mit dem zellulären Sensor RIG-I wird dessen Aktivierung 
durch virale einzelsträngige 5´-Triphosphat RNA blockiert (Pichlmair et al., 2006; Mi-
bayashi et al., 2007). Darüber hinaus interagiert NS1 auch direkt mit RIG-I, verhindert 
dessen Interaktion mit seinem Aktivator tripartite motif  25 (TRIM25) und stört so die 
TRIM25-vermittelte RIG-I Signaltransduktion (Pichlmair et al., 2006; Gack et al., 2009). 
Ferner inhibiert NS1 die Prozessierung von zellulären prä-mRNAs (Kochs et al., 2007) 
und inhibiert die Aktivierung der IFN-stimulierten Gene OAS und PKR, wodurch eine 
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effiziente antivirale Wirkung verhindert wird (Hale et al., 2008; Min & Krug, 2006; Min et 
al., 2007). Die mögliche Rolle des Influenza PB1-F2 Proteins als Antagonist der IFN-β 
Induktion wird im nachfolgenden Kapitel detaillierter diskutiert.
1.1.5 Das Influenza Virus PB1-F2 Protein
Das PB1-F2 Protein wurde als 11. Influenza Genprodukt erst vor einigen Jahren bei der 
Suche nach alternativen Influenza ORFs-hergeleiteten CD8+ T-Zellepitopen entdeckt 
(Chen et al., 2001). PB1-F2 ist ein Nichtstrukturprotein, dass von einem um ein Nukle-
otid verschobenen Leserahmen (+1 ORF) innerhalb des PB1-Segmentes kodiert wird. 
Dies geschieht über das sog. ribosomal scanning, ein Mechanismus bei dem die 40S 
Untereinheit des Ribosoms beim Überlesen des initialen Startkodons nach alternativen 
Startkodons sucht, um die Translation zu initiieren (Jackson et al., 2005). Die Größe von 
PB1-F2 variiert und beträgt je nach Virusstamm meistens 87-90 Aminosäuren (14kDa).
Sequenzananalysen haben gezeigt, dass 81 % der humanen, 96 % der aviären und 75 % 
der porcinen IAV die vollständige PB1-F2-Sequenz kodieren (Zell et al., 2007). Ausnah-
men sind z.B. klassische Schweinegrippe Viren (H1N1) und alle humanen Isolate nach 
1947, die verkürzte PB1-F2-Varianten exprimieren. 
Die genaue biologische Funktion von PB1-F2 in infizierten Zellen ist bis heute noch nicht 
vollständig geklärt. Während PB1-F2 anfangs als Apoptose-induzierendes Protein iden-
tifiziert wurde (Chen et al., 2001), wurde seine Funktion später als lediglich Apoptose-
verstärkend beschrieben (Zamarin et al., 2005). Es konnte gezeigt werden, dass PB1-F2 
neben einer zytoplasmatischen und nukleären Lokalisation auch an den Mitochondrien 
lokalisiert ist, was auf eine „mitochondrial targeting sequence“ (MTS) im C-terminalen 
Ende des Proteins zurückzuführen ist (Chen et al., 2001; Gibbs et al., 2003; Yamada 
et al., 2004). Dort interagiert PB1-F2 direkt mit ANT3 (adenine nucleotide translocator 
3) und VDAC1 (voltage-dependent anion channel 1), Proteine der inneren bzw. äuße-
ren Mitochondrienmembran, die zusammen den PTPC (permeability transission pore 
complex) bilden und verursacht hier eine direkte oder indirekte Permeabilisierung der 
Mitochondrienmembran (Zamarin et al., 2005). Für eine direkte Permeabilisierung spre-
chen Befunde anderer Studien, in denen gezeigt werden konnte, dass PB1-F2 in die 
Aktivierung des BAK/BAX Signalweges involviert ist, was zur Porenbildung und Perme-
abilisierung der Mitochondrienmembran und folglich zur Apoptose führt (Mc Auley et al., 
2010b; Henkel et al., 2010). Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass für die Apop-
tose-verstärkende Wirkung von PB1-F2 in Monozyten, eine Phosphorylierung durch die 
Proteinkinase C (PKC) an Position Ser35 und Thr27 kritisch ist (Mitzner et al., 2009).
Neben einer Beteiligung an apoptotischen Prozessen, ist PB1-F2 auch in immunpa-
thologische Prozesse involviert und stellt somit einen wichtigen Virulenzfaktor dar. Es 
konnte gezeigt werden, dass eine Deletion des PB1-F2 Leserahmens für die Virusre-
plikation in Zellkultur nicht essentiell ist, während Infektionen mit PB1-F2-defizienten 
Viren in Mäusen zu einer verminderten Pathogenität und Mortalität führen (Zamarin et 
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al., 2006). Zwar wiesen die Mäuse in der frühen Phase der Infektion mit dem Wildtyp-
virus im Vergleich zur Infektion mit einem PB1-F2-defizienten Virus gleiche Virustiter in 
der Lunge auf, jedoch wurde während des weiteren Infektionsverlaufes eine verspätete 
Eliminierung der Wildtypviren aus der Lunge beobachtet. Diese Daten wurden durch 
Befunde gestützt, die zeigten, dass PB1-F2 bevorzugt Apoptose in alveolären Makro-
phagen induziert (Chen et al., 2001; Coleman, 2007). Daher wird angenommen, dass 
PB1-F2 eine Rolle bei der Eliminierung von Immunzellen spielt und eine effiziente an-
tivirale Immunantwort reduziert und somit bakterielle Sekundärinfektionen begünstigt, 
welche bekanntermaßen die Hauptursache für tödlich verlaufende Influenzainfektionen 
sind (Sethi, 2002; Thompson et al., 2003). Für diesen Effekt scheint die C-terminale 
Sequenz von PB1-F2 kritisch zu sein, da diese auch ohne viralen Infektionskontext die 
inflammatorische Immunantwort reduzieren kann (Mc Auley et al., 2007). Dass PB1-F2 
im Hintergrund von pandemischen Virusstämmen wie z.B. dem H1N1 Virus von 1918 
die Pathogenese von viralen und sekundär bakteriellen Pneumonien in vivo signifikant 
erhöht, bestätigt dessen Rolle als Virulenzfaktor (Mc Auley et al., 2007; Iverson et al., 
2011). Ein einziger Aminosäureaustausch im PB1-F2 (N66S), der sowohl in dem pande-
mischen 1918 Virus, als auch in hochpathogenen aviären H5N1 Virusstämmen gefun-
den wurde, ist dabei kritisch (Conenello et al., 2007).
Kürzlich wurde zudem eine direkte Protein-Protein-Interaktion zwischen PB1-F2 und der 
Polymeraseuntereinheit PB1 dokumentiert, die zu einer erhöhten IAV Polymeraseaktivi-
tät führt (Mazur et al., 2008). In Abwesenheit von PB1-F2 verliert PB1 seine vorwiegend 
nukleäre Lokalisation und ist primär im Zytoplasma lokalisiert. Daraus wurde geschlos-
sen, das PB1-F2 an der nukleären Retention des vRNP Komplexes beteiligt ist und so 
eine effiziente Virusreplikation begünstigt. Wie später gezeigt wurde, ist der Effekt von 
PB1-F2 auf die virale Polymeraseaktivität hierbei allerdings Zelltyp- und Virusstamm-
spezifisch und hat keinen Einfluss auf die Pathogenese in vivo (Mc Auley et al., 2010a; 
Chen et al., 2010).
Dass PB1-F2 eine Rolle in der Typ I Interferonantwort spielt, wird ebenfalls intensiv 
diskutiert. Während Befunde aus anderen Studien vorschlagen, dass PB1-F2 die IFN-β 
Induktion in humanen Lungenepithelzellen erhöht (Le Goffic et al., 2010), konnte unsere 
Arbeitsgruppe während dieser Arbeit eine IFN-antagonistische Wirkung von PB1-F2 do-
kumentieren (Dudek et al., eingereicht). Dabei interferiert PB1-F2 mit dem RIG-I/MAVS 
Komplex und inhibiert den IFN-β-induzierenden Transkriptionsfaktor IRF-3. Das geht mit 
einer erhöhten Pathogenität in vivo einher, wo leicht erhöhte Lungenvirustiter und  Infil-
trationen von Immunzellen in die Mäuselungen beobachtet werden konnten. Außerdem 
wurde gezeigt, dass eine einzige N66S Mutation die frühe IFN-Antwort inhibiert und so 
zu einer erhöhten Virulenz in vivo führt (Conenello et al., 2011).
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass PB1-F2 einen wichtigen Virulenzfaktor dar-
stellt. Die genaue Funktion und der Mechanismus durch den PB1-F2 Einfluss auf den 
IAV Infektionsverlauf nimmt, sind nicht ausreichend geklärt und bleiben auch deshalb 
Gegenstand zukünftiger Forschung.
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1.2 GTP-bindende Proteine
Guaninnukleotid-bindende bzw. GTP-bindende Proteine sind GTPasen, die die Hydro-
lyse von Guanosintriphosphat (GTP) zu Guanosindiphosphat (GDP) oder auch Guano-
sinmonophosphat (GMP) unter Freisetzung von Energie und Abspaltung von anorgani-
schem Phosphat (Pi) katalysieren. Da die GTP-Hydrolyse ein fundamentaler Prozess 
in allen lebenden Zellen ist, sind GTPasen essentiell für die Regulation vielfältiger, zel-
lulärer Vorgänge. Dazu gehören die Regulation der Transkription sowie Kontrolle von 
Proliferation und Differenzierung (Bourne et al., 1990; Bourne et al., 1991), Proteinbio-
synthese (Rodnina et al., 2000), Reizwahrnehmung (Takai et al., 2001) Signaltransduk-
tion (Hamm, 1998), vielfältige intrazelluläre Transportprozesse (Hutagalung & Nuvick, 
2010) und Organisation des Zytoskelettes. GTPasen interagieren dabei in ihrem aktiven, 
GTP-gebundenen Zustand mit Effektormolekülen und fungieren somit als sog. moleku-
lare Schalter in Signaltransduktionskaskaden. Große GTPasen haben außerdem auch 
pathogen-spezifische Funktionen und spielen eine Rolle in immunologischen Prozessen 
zur Abwehr von intrazellulären Pathogenen wie Bakterien, Parasiten und Viren (MacMi-
cking, 2004). 
1.2.1 Einteilung und biochemische Eigenschaften von GTPasen 
Die Einteilung von Guaninnukleotid-bindenden Proteinen erfolgt nach ihrer Größe, Funk-
tion und biochemischen Eigenschaften sowie Sequenzhomologien in fünf Superfamilien 
(Bourne et al., 1990; Bourne et al., 1991). (1) Die kleinen GTPasen, auch Ras (rat sar-
coma) Superfamilie der GTPasen genannt, werden typischerweise in die fünf Unterfami-
lien Ras, Rho, Rab, Sar1/Arf und Ran unterteilt (Exton, 1998; Wennerberg et al., 2005). 
Bei kleinen GTPasen handelt es sich um monomere Proteine mit einer molaren Masse 
von 20-25 kDa. (2) Die Dynamin-Superfamilie umfasst die großen GTPasen zu denen 
die Dynamine, Alastine, Mx-Proteine, p47-GTPasen, die very large inducible GTPases 
(VLIG) und die p65-GTPasen gezählt werden (Praefcke & McMahon, 2004). Letztere 
haben ein Molekulargewicht von 65-73 kDa und werden auch als Guanylat-bindende 
Proteine (GBP) bezeichnet. Weitere Superfamilien bilden (3) die Untereinheiten der 
heterotrimeren G-Proteine (Gαs, Gαi, Gαq und Gα12), (4) die Translationsfaktoren der 
Proteinbiosynthese (IF, EF und RF) (Sprinzl, 1994) sowie (5) Signalerkennungspartikel 
(SRP54, Ffh) und der Rezeptor (SRα/β, FtsY) (Grudnik et al., 2009).
GTPasen katalysieren die Hydrolyse von GTP zu GDP oder auch GMP unter Freiset-
zung von Energie und Abspaltung von anorganischem Phosphat (Pi). Dabei nehmen 
sie während des GTP-Hydrolysezyklus zwei unterschiedliche Konformationen ein, die 
ihren Aktivitätszustand bestimmen (Bourne et al., 1990, Bourne et al., 1991). Nur im 
GTP-gebundenen Zustand sind GTPasen aktiv. Die GTP-Bindung führt zu einer Konfor-
mationsänderung im Molekül, bei der zwei variable Regionen, die sogenannten Switch-
Regionen in einer bestimmten Position sind, sodass eine Interaktion mit nachgeordneten 
Effektormolekülen ermöglicht wird (Vetter & Wittinghofer, 2001). Durch die spezifische 
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Interaktion mit Effektoren wird deren Konformation oder Lokalisation geändert, wodurch 
ein zelluläres Signal vermittelt werden kann (Bishop & Hall, 2000; Herrmann, 2003). Im 
GDP-gebundenen Zustand sind GTPasen inaktiv, können aber durch die Dissoziation 
von GDP und nachfolgende GTP-Bindung in den aktiven Zustand überführt werden. 
Die GTP-Hydrolysereaktion ist ein irreversibler Prozess und daher verläuft der Zyklus 
unidirektional.
Da kleine GTPasen eine hohe Guaninnukleotid-Affinität und eine geringe intrinsische 
GTPase-Aktivität besitzen, wird die GTP-Hydrolyse dieser Proteine durch akzessorische 
Proteine reguliert. Die Aktivierung der kleinen GTPasen bzw. die Überführung in den 
GTP-gebundenen Zustand wird von sog. GDP-/GTP-Austauschfaktoren (guanine nucle-
otide exchange factors) (GEF) katalysiert (Cherfils & Chardin 1999, Hiraoka et al., 1992). 
Sie destabilisieren die starke GDP-GTPase-Interaktion, veranlassen die Dissoziation des 
GDP und stabilisieren den nukleotidfreien Zustand der GTPase bis wieder GTP gebun-
den wird (Vetter & Wittinghofer, 2001). Die Inaktivierung der kleinen GTPasen wird von 
GTPase-aktivierenden Proteinen (GTPase activating proteins) (GAP) katalysiert, welche 
die intrinsische GTPase-Aktivität der GTPasen steigert und somit die GTP-Hydrolyse zu 
GDP und Pi bewirken (Wittinghofer et al., 1997; Scheffzek et al., 1998).
Abbildung 5: 
Inaktiv
Aktiv
Zelluläre Funktionen
GTP
GTP
GTPase
GTPase
GAP GEF
GDP GDP
Pi
H2O
 GTPase-Zyklus kleiner GTPasen. GTPasen sind im GTP-gebundenen Zustand aktiv, wäh-
rend sie in GDP-gebundenen Zustand inaktiv sind. Die Regulation dieses molekularen Me-
chanismus erfolgt bei kleinen GTPasen durch die akzessorischen Proteine GEF und GAP.
Im Gegensatz zu den kleinen GTPasen erfolgt die GTP-Hydrolyse bei den großen GT-
Pasen unabhängig von akzessorischen Proteinen wie GEF und GAP. Große GTPasen 
bilden Homooligomere und zeigen eine oligomerisierungsabhängige GTP-Hydrolyse 
(Warnock et al., 1996; Ghosh et al., 2006). Sie besitzen eine höhere intrinsische GTP-
Hydrolyseaktivität als kleine GTPasen, wohingegen die Substrataffinität der Guanylat-
bindenden Proteine eher gering ist (Praefcke et al., 1999). Bei der GTP-Hydrolyse durch 
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GBP kann das entstandene GDP zudem noch weiter zu GMP umgesetzt werden (Pra-
efcke  et al., 1999; Kunzelmann et al., 2006). Für diesen zweiten Hydrolyseschritt bzw. 
die Bildung von GMP muss das Enzym jedoch als Dimer vorliegen (Ghosh et al., 2006; 
Abdullah et al., 2010). Eine Dissoziation des Dimers führt zu GDP-gebundenen Mono-
meren die katalytisch inaktiv sind. 
1.2.2 Die Guanylat-bindenden Proteine (GBP)
Die Guanylat-bindenden Proteine (GBP) gehören zu der Familie der großen GTPasen 
und werden auch als p65-GTPasen bezeichnet. Obwohl die Primärsequenzen der GBP 
eine geringe Homologie zu Dynaminen und Dynamin-verwandten Proteinen aufweisen, 
wurden die GBP aufgrund ihres Molekulargewichtes (65-73 kDa) sowie struktureller und 
biochemischer Gemeinsamkeiten von hGBP-1 mit Dynamin der Dynamin-Superfamilie 
großer GTPasen zugeordnet (Praefcke & McMahon, 2004; Prakash et al., 2000a; Pra-
kash et al., 2000b).
GBP wurden erstmals 1979 als Proteine in IFN-stimulierten Fibroblasten entdeckt (Gupta 
et al., 1979) und konnten später auch in humanen und murinen Zellen nach Stimulation 
mit Typ I IFN nachgewiesen werden (Colonno & Pang, 1982). Es zeigte sich, dass nach 
Stimulation mit IFN-γ GBP mRNA Transkripte den prozentual größten Anteil in einer 
Zelle darstellen (Boehm et al., 1998). Ihren Namen verdanken GBP ihrer einzigartigen 
Fähigkeit an GTP-, GDP- und GMP-Agarose bzw. Guaninnukleotide zu binden (Cheng 
et al., 1983; Cheng et al., 1985).
Bisher konnten sieben GBP im humanen Genom (hGBP-1 bis hGBP-7) und 11 murine 
GBP (mGBP-1 bis mGBP-11) identifiziert werden (Olszewski et al., 2006; Degrandi et al., 
2007; Tripal et al., 2007). Vertreter von GBP wurden zudem auch in anderen Spezies ge-
funden, darunter z.B. Ratten und Hühner (Asundi et al., 1994; Schwemmle et al., 1996). 
Alle GBP weisen untereinander eine hohe Sequenzhomologie auf, die mit 88 % Identität 
auf Aminosäureebene am höchsten zwischen hGBP-1 und hGBP-3 ist (Olszewski et 
al., 2006; Tripal et al., 2007). Während die humanen GBP-Gene als Gencluster auf dem 
Chromosom 1 lokalisiert sind, liegen die murinen GBP-Gene auf zwei unterschiedlichen 
Chromosomen. Murines GBP-1 bis GBP-3 sowie mGBP-5 und mGBP-7 liegen gemein-
sam mit einem Pseudogen (Pseudo-mGBP-1) in einem Cluster auf Chromosom 3, wo-
hingegen die restlichen sechs GBP-Gene (mGBP-4, -6, -8 sowie mGBP-9 bis -11) und 
ein Pseudogen (Pseudo-mGBP-2) auf dem Chromosom 5 lokalisiert sind (Olszewski et 
al., 2006; Kresse et al., 2008). 
Für wenige Mitglieder der GBP Familie wurde bislang mehr als nur einer Spleißvarian-
te identifiziert. Für hGBP-5 wurden drei Spleißvarianten beschrieben (gbp-5a, -5b und 
-5ta), deren Translation zu zwei verschiedenen Proteinen führt, GBP-5a/b und GBP-5ta 
(Hartmann et al., 2004; Fellenberg et al., 2004). Gbp-5ta ist eine C-terminal verkürz-
te Spleißvariante, dessen translatiertes Protein hGBP-5ta im Gegensatz zu GBP-5a/b 
97aa am C-terminalen Ende fehlen. Während GBP-5a/b nur in gesundem Gewebe ex-
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primiert wird, ist die Expression von hGBP-5ta tumor-spezifisch und wurde für Melanom-
zellen und Zellen des kutanen T-Zell Lymphoms gezeigt (Wehner & Herrmann, 2010). 
Für murines GBP-5 wurden zwei Spleißvarianten beschrieben (mgbp-5 und mgbp-5a) 
(Nguyen et al., 2002), wobei im Gegensatz zu mGBP-5, mGBP-5a N-terminal verkürzt 
ist. Es fehlen Exon 3, 4 und teilweise Exon 5, wohingegen das Protein einen verlänger-
ten C-Terminus durch ein zusätzliches Exon 10a besitzt. Darüber hinaus wurden zwei 
Transkript-Varianten für mGBP-4 beschrieben, mGBP-4 und mGBP-4.1 (Konermann et 
al., 2007; Kresse et al., 2008). Die erste Transkriptvariante trägt nach 312 bp ein verfrüh-
tes Stopkodon und es wurde gezeigt, dass die Expression dieses Proteins (mGBP-4) 
in Mäusen, die zuvor mit Listeria monocytogenes infiziert wurden, stark hochreguliert 
ist. Ein Zusammenhang zwischen Genregulation der zweiten Transkriptvariante, deren 
GTPase-Domäne zerstört ist, und Infektion ist hingegen nicht bekannt.
Neben hGBP-5 kennt man bisher bei keinem humanen Vertreter der GBP Familie meh-
rere Spleißvarianten. Im Rahmen dieser Arbeit konnte jedoch eine neue Spleißvariante 
des humanen GBP-3 identifiziert werden. Diese Variante zeichnet sich durch ein ver-
kürztes Exon 7 und das vollständige Fehlen des Exons 11 aus. Aufgrund der hohen 
Sequenzhomolgie zu hGBP-3 wurde diese Spleißvariante hGBP-3ΔC genannt.
1.2.2.1 Struktur und GTPase Aktivität 
Das humane GBP-1 ist von allen bisher bekannten GBP strukturell und biochemisch am 
besten charakterisiert. Eine Analyse der Kristallstruktur von GBP-1 wurde sowohl im nu-
kleotidfreien Zustand als auch im Komplex mit dem GTP-Analoga GppNHp durchgeführt 
und ermöglichte erstmals einen detaillierten Einblick in die strukturellen Gegebenheiten 
der GTPase Domäne eines Mitglieds der Dynamin-Superfamilie (Prakash et al., 2000a; 
Prakash et al., 2000b). Die Struktur von hGBP-1 wird in zwei Hauptdomänen unterteilt, 
eine N-terminale, globuläre α/β-GTPase-Domäne und eine C-terminale, gestreckte, rein 
α-helikale GTPase-Effektordomäne (GED). Aufgrund ihrer Größe im Vergleich zu der 
von kleinen GTPasen, wird die GTPase-Domäne von GBP auch als LG-(large GTP-
binding) Domäne bezeichnet. Die GED kann zudem noch in zwei Subdomänen unterteilt 
werden. Dabei bilden die α-Helices 7 bis 11 die erste Subdomäne und eine lange α12-
Helix zusammen mit einer kurzen α13-Helix (α12/13) die zweite Subdomäne (Prakash et 
al., 2000a). Die GTPase-Domäne und die GED sind durch eine kurze intermediäre Regi-
on miteinander verbunden, welche auch als Mitteldomäne bezeichnet wird und aus einer 
α-Helix und einem zweisträngigen β-Faltblatt besteht. Es wird vermutet, dass die Mit-
teldomäne die relative Orientierung der beiden Hauptdomänen zueinander stabilisiert. 
GTPase-Domäne Mitteldomäne GED
Abbildung 6A
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Abbildung 6:  Domänenorganisation von Guanylat-bindenden Prote-
inen. (A) Minimale Domänenorganisation von GBP, die in 
allen Mitgliedern der Familie identisch ist. Die hochkon-
servierte N-terminale, globuläre Domäne (schwarz) und 
die C-terminale GTPase-Effektor-Domäne (GED) sind 
durch eine kurze Mitteldomäne miteinander verbunden. 
(B) Kristallstruktur von hGBP-1 im nukleotidfreien Zustand 
(aus Prakash et al., 2000a). Die globuläre α/β-Domäne 
ist in rot dargestellt, wobei die Kugel die Bindestelle für 
Nukleotide in dieser Domäne anzeigt. Die gestreckte C-
terminale, α-helikale GED-Domäne wird farblich in ihren 
Subdomänen unterschieden, wobei α-Helices 7 bis 11 in 
gelb und die lange α12-Helix zusammen mit der kurzen 
α13-Helix (α12/13) mit endständigem CAAX-Motiv in türkis 
dargestellt sind. Die kurze Mitteldomäne ist als α6-Helix in 
grün dargestellt. Gestrichelte Linien zeigen ungeordnete 
Bereiche im Molekül an.
 
 
 
 
Abbildung 6B 
 
Guanylat-bindende Proteine weisen eine hohe Sequenzhomologie untereinander auf, 
wobei die Konservierung der Primärsequenzen der N-terminalen GTPase-Domäne am 
höchsten und im C-terminalen α-helikalen Bereich am schwächsten ist (Olszewski et 
al., 2006). Vergleichbar mit allen bekannten GTP-bindenden Proteinen weist die GT-
Pase-Domäne der GBP vier Sequenzmotive auf, welche die GTP-Bindung und dessen 
Hydrolyse vermitteln (Bourne et al., 1991). Mit Ausnahme des vierten Sequenzmotivs 
sind diese Motive bei allen GTP-bindenden Proteinen hochkonserviert. Das erste Motiv, 
auch als P-Schleife (p-loop) oder G1-Region bezeichnet enthält die Konsensussequenz 
GXXXXGK (S/T). Das zweite Motiv besteht aus einem einzigen Threonin (T) und befin-
det sich in der G2 bzw. Switch I-Region, während in der G3- bzw. Switch II-Region die 
DXXG Sequenz hochkonserviert ist. Das vierte Motiv in der G4-Region der GTPase-
Domäne der meisten großen GTPasen besteht aus der Konsensussequenz (N/T)KXD 
und vermittelt die Substratspezifität. Dieses Motiv wurde in Guanylat-bindenden Protei-
nen jedoch nicht identifiziert (Dever et al., 1987). Abweichend konnte hier ein RD-Motiv 
(Aminosäureabfolge TLRD) mit vergleichbarer Funktion des (N/T)KXD Motivs in ande-
ren GTPasen identifiziert werden (Praefcke et al., 1999). Im Vergleich zur N-terminalen 
GTPase-Domäne sind die Mitteldomäne und die C-terminale GTPase Effektor Domäne 
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(GED) weniger konserviert und an der Oligomerisierung und Stimulation der GTPase-
Aktivität beteiligt. Dabei kann die GED mit der GTPase-Domäne, der Mitteldomäne als 
auch mit sich selbst interagieren (Smirnova et al., 1999; Praefcke & McMahon, 2004).
Ein endständiges CAAX-Motiv in der C-terminalen GED wirkt als Signal für eine post-
translationale Modifikation. Durch die kovalente Bindung eines Isoprens (z. B. Farnes-
ol, Geranylgeraniol) bzw. Isoprenylierung des Cysteins erhält das Protein hydrophobe 
Eigenschaften und kann z.B. in Membranen verankert werden (Clarke, 1992; Tamanoi 
et al., 2001). Die Tatsache, dass nur hGBP-1, -2, und -5 ein solches CAAX-Sequenzele-
ment besitzen, während ein solches Motiv in allen anderen humanen GBP fehlt, unter-
streicht die funktionelle Diversität dieser Proteine.
Als Mitglieder der Dynamin-Superfamilie teilen Guanylat-bindende Proteine und Dynami-
ne wichtige biochemische Eigenschaften. Hierzu zählen eine geringe Substrat-Affinität, 
eine hohe intrinsische GTP-Hydrolyseaktivität sowie die Fähigkeit Oligomere zu bilden 
(Praefcke et al., 1999; Van der Bliek, 1999). Jedoch sind auch einzigartige Unterschiede 
zu finden. Eine Besonderheit der GBP ist ihre Fähigkeit GTP, GDP und GMP mit nahezu 
gleicher Affinität zu binden um GTP zu GDP und GMP in zwei aufeinanderfolgenden 
Schritten zu hydrolysieren (Schwemmle & Staeheli, 1994; Neun et al., 1996; Praefcke et 
al., 1999). Während bei hGBP-1 GMP das Hauptprodukt der Hydrolysereaktion ist und 
GDP ein transientes Zwischenprodukt darstellt, führt die hGBP-2-katalysierte Hydrolyse 
überwiegend zur Anreicherung von GDP.
Eine detaillierte Aufklärung des GTP-Hydrolysemechanismus bei den Guanylat-binden-
den Proteinen wurde durch die Kristallstrukturanalyse der GTPase-Domäne des huma-
nen GBP-1 ermöglicht (Prakash et al., 2000a; Prakash et al., 2000b; Ghosh et al., 2006). 
Es konnte gezeigt werden, dass hGBP-1 im nukleotidfreien Zustand als Monomer vor-
liegt, während es im Komplex mit GTP-Analoga (GppNHp, GDP-AIF3) oder Diphospha-
tanaloga (GDP-AIF4-) Dimere bildet. Darüber hinaus  führt eine zunehmende Konzentra-
tion von hGBP-1 zu einer gesteigerten GTPase-Aktivität, woraus gefolgert wurde, dass 
die Bildung von Homooligomeren die GTPase-Aktivität stimuliert (Prakash et al., 2000a; 
Praefcke et al., 2004; Kunzelmann et al., 2005). Während hGBP-1 als Monomer nur die 
Hydrolyse von GTP zu GDP und Pi katalysieren kann, ist für den zweiten Hydrolyse-
schritt, der Hydrolyse von GDP zu GMP und Pi die Dimerisierung des Enzyms essentiell 
(Ghosh et al., 2006; Abdullah et al., 2010). 
Die Bildung von Dimeren setzt stetige Konformationsänderungen im Protein voraus. Es 
konnte gezeigt werden, das die Dimerisierung von hGBP-1 über die GTPase-Domäne 
erfolgt (Praefcke et al., 2004; Ghosh et al., 2006). Auch die isolierte GTPase-Domäne ist 
im Komplex mit Tri- bzw. Diphosphatanaloga zur Dimerbildung, jedoch nicht zur Bildung 
von Tetrameren befähigt (Ghosh et al., 2006). Inzwischen konnte gezeigt werden, dass 
bei der Bildung von Dimeren bzw. Oligomeren eine Interaktion zwischen den Switchre-
gionen der N-terminalen GTPase Domäne und der α12/13-Helix am C-terminalen Ende 
stattfindet (Vöpel et al., 2010). Für den Hydrolysemechanismus selbst ist eine Konfor-
mationsänderung bzw. Neuorientierung des Ser73 in der Switch II-Region sowie eines 
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Argininrestes im p-loop relevant (Ghosh et al., 2006). Bisher ist nicht bekannt, wie Nuk-
leotidbindung an die N-terminale GTPase Domäne oder GTP-Hydrolyse mit Umstruktu-
rierungen des C-terminalen Endes im Zusammenhang stehen. 
Zudem konnte gezeigt werden, dass die hydrophobe α-6 Helix in der Mitteldomäne eine 
kritische Rolle bei der Dimerisierung von GBP spielt. 
1.2.2.2 Regulation der GBP Expression
Nach IFN-γ Stimulation stellen GBP mRNA Transkripte den prozentual größten An-
teil in einer Zelle dar (Boehm et al., 1998). Während die Expression der Mx-Proteine 
ausschließlich durch Typ I IFN (IFN-α/-β) induziert wird, erfolgt die Induktion der GBP 
Expression durch Typ I (IFN-α/-β) und Typ II IFN (IFN-γ) sowie Tumornekrosefaktor-α 
(TNF-α), Interleukin-1α (IL-1α) und Interleukin-1β (IL-1β) (Cheng et al., 1983; Decker 
et al., 1989; Lubeseder-Martellato et al., 2002; Nguyen et al., 2002; Naschberger et 
al., 2004). Die Expression des humanen GBP-1 wurde in vitro in vielen unterschiedli-
chen Zelltypen nachgewiesen, darunter Epithel- und Endothelzellen, Fibroblasten, Ke-
ratinozyten, B-Zellen, T-Zellen und mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (PBMC) 
(Guenzi et al., 2001; Lubeseder-Martellato et al., 2002; Naschberger et al., 2006, Tripal 
et al., 2007; Schnoor et al., 2009). In vivo ist die Expression von hGBP-1 jedoch fast 
ausschließlich mit Endothelzellen assoziiert (Kumar et al., 2001; Guenzi et al., 2001; 
Lubeseder-Martellato et al., 2002; Naschberger et al., 2005).
Neben Struktur und biochemischen Eigenschaften des humanen GBP-1, ist auch die 
IFN-induzierte Transkription des hGBP-1 Gens von allen Mitgliedern der GBP-Familie 
am besten charakterisiert. In die Aktivierung der hGBP-1-Genexpression durch inflamm-
atorische Zytokine sind drei verschiedene Bindestellen für Transkriptionsfaktoren im 
Promotorbereich von hGBP-1 involviert: ein ISRE-Element, ein GAS-Element und eine 
c-Rel Konsensussequenz, welches ein NF-κB-Bindemotiv darstellt (Decker et al., 1989, 
Decker et al., 1991; Lew et al., 1991; Naschberger et al., 2004). 
Während in den genomischen Sequenzen aller murinen GBP sowohl ISRE- als auch 
GAS-Elemente identifiziert wurden, sind beide Promotorelemente nur in den Sequen-
zen von hGBP-1, hGBP-3 und hGBP-7 zu finden (Nguyen et al., 2002; Olszewski et al., 
2006). Es wurde gezeigt, dass murine GBP koordiniert durch Interferone, IL-1β, TNF-α 
und Lipopolysaccharide (LPS) induziert werden, während die Regulation der Genex-
pression der humanen GBP vermutlich auf unterschiedliche Weise erfolgt, bzw. nicht alle 
hGBP durch IFN induziert werden können. Die Induktion der hGBP-1 Genexpression 
durch IL-1β und TNF-α wird über die Transkriptionsfaktoren IRF-1 und NF-κB gesteuert, 
welche an ISRE bzw. das c-Rel-Motiv im Promotor von hGBP-1 binden (Naschberger 
et al., 2004). Dabei kooperieren beide Promotorelemente und bewirken, induziert durch 
unterschiedliche inflammatorische Zytokine, eine verstärkte hGBP-1 Expression.
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GBP werden auch als sog. secondary response genes bezeichnet, da die Initiation ihrer 
Promotoraktivität eine Neusynthese von Transkriptionsfaktoren benötigt (Boehm et al., 
1998). Damit unterscheiden sich GBP wesentlich von den p47-GTPasen, deren IFN-γ-
induzierte Transkription unabhängig von einer de novo Proteinsynthese von Transkripti-
onsfaktoren ist.
1.2.2.3 Lokalisation und Funktionen von GBP
Obwohl die Existenz von GBP seit über 30 Jahren bekannt ist und diese Proteinfamilie 
durch zahlreiche Strukturanalysen und biochemische Studien bereits gut charakterisiert 
wurde, ist ihre biologische Funktion hingegen weitgehend ungeklärt.
Bisher konnte eine Beteiligung von GBP an der Regulation des Zellwachstums gezeigt 
werden. Die retrovirale Expression von hGBP-1 inhibiert die durch Wachstumsfaktoren 
vermittelte Endothelzellproliferation (Guenzi et al., 2001). Diese Inhibierung ist unab-
hängig von der GTPase-Aktivität und wird spezifisch von der α-helikalen Domäne von 
hGBP-1 vermittelt. Im Gegensatz dazu fördert die Überexpression von mGBP-2 die Pro-
liferation in NIH3T3 Fibroblasten (Gorbacheva et al., 2002). Hierbei ist eine funktionale 
GTP-Bindedomäne essentiell.
Neben der Proliferation ist die Migration bzw. Invasion von Endothelzellen in die extra-
zelluläre Matrix charakteristisch für die Angiogenese. Die Freisetzung der Metalloprote-
inase-1 (MMP-1), einer interstitiellen Kollagenase, ist bei Endothelzellen kritisch für die 
Angiogenese (Fisher et al., 1994). Spaltung des Substrates Kollagen durch MMP-1 ist 
dabei für die Invasion von Endothelzellen in die extrazelluläre Matrix zur Neubildung von 
Blutgefäßen essentiell (Seandel et al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass hGBP-1 
die MMP-1 Expression inhibiert, was zu reduzierten invasiven und gefäßbildenden Ei-
genschaften von Endothelzellen führt (Guenzi et al., 2003). Für diesen inhibitorischen 
Effekt ist die GTPase-Aktivität von hGBP-1 essentiell. Auch die Migration und Ausbrei-
tung von Endothelzellen wird durch eine hGBP-1-induzierte Integrin-α4 Expression inhi-
biert (Weinländer et al., 2008). Dass hGBP-1 auch die Barrierefunktion in intestinalen 
Epithelzellen reguliert, wurde ebenfalls beschrieben (Schnoor et al., 2009). Hierbei wirkt 
hGBP-1 der durch inflammatorische Zytokine (IZ) induzierten Apoptose und dem damit 
verbundenen Verlust der Barrierefunktion von Epithelzellen entgegen. Zusätzlich wurde 
ein Zusammenhang zwischen der Expression von hGBP-1 und der Resistenz gegen 
das Chemotherapeutikum Paclitaxel in Eierstock-Krebszelllinien beschrieben (Duan et 
al., 2006).
Die Isoprenylierung von GBP, die durch das C-terminale CAAX-Sequenzelement in eini-
gen GBP vermittelt wird, hat nicht nur einen Einfluss auf die Lokalisation dieser Proteine, 
sondern auch funktionelle Konsequenzen. Die Isoprenylierung eines Proteins ist wichtig 
für die Verankerung von Proteinen in intrazellulären Membranen sowie für Protein-Prote-
in-Interaktionen (Winter-Vann et al., 2005; Sinensky, 2000; Maltese et al., 1996). 
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Alle bisher identifizierten murinen GBP sind in heterogenen Vesikel-ähnlichen Struktu-
ren zu finden, die überall im Zytoplasma verteilt sind und deren Identität bislang nicht 
aufgeklärt werden konnte (Vestal et al., 2000; Degrandi et al., 2007). Für mGBP-1 und 
mGBP-2 wurde zudem eine Lokalisation in intrazelluären Vesikeln beschrieben. Beides 
könnte hierbei auf das Vorhandensein der C-terminalen Isoprenylierungssequenz CAAX 
zurückzuführen sein. Neben mGBP-1 und -2 ist dieses Motiv nur noch bei mGBP-5 vor-
handen. Trotz des Fehlens dieses Motivs in anderen murinen GBP sind diese in Vesikel-
ähnlichen Strukturen organisiert. Es wird vermutet, dass unterschiedliche GBP-Subtypen 
Oligomere bilden und GBP ohne Isoprenylierungssequenz zu den bereits in Vesikeln 
verankerten GBP rekrutiert werden (Degrandi et al., 2007). Eine Isoprenylierung-Sig-
nalsequenz wurde ebenfalls bei humanem GBP-1, -2, und -5 identifiziert (Olszewski et 
al., 2006). Eine Isoprenylierung in vivo konnte hingegen nur für hGBP-1, mGBP-2 und 
einem GBP aus der Ratte gezeigt werden (Nantais et al., 1996; Vestal et al., 1996; Vestal 
et al., 1998). Zudem konnte für hGBP-1 eine isoprenylierungsabhängige Assoziation mit 
dem Golgi-Kompartment in IFN-γ- bzw. Aluminiumflourid-stimulierten HeLa Zellen sowie 
Endothelzellen nachgewiesen werden (Modiano et al., 2005; Tripal et al., 2007). Wäh-
rend hGBP-2 und hGBP-4 neben einer zytoplasmatischen Lokalisation auch im Zellkern 
nachgewiesen werden können, ist die subzelluläre Lokalisation von hGBP-3 und hGBP-
5 ausschließlich zytoplasmatisch (Tripal et al., 2007). Zusätzlich konnten hGBP-2 und 
hGBP-5 nach Stimulation auch mit dem Golgi-Apparat assoziiert nachgewiesen werden. 
Unabhängig von ihrer Isoprenylierung weisen die meisten GBP jedoch eine überwie-
gend zytolasmatische Lokalisation auf und sind nicht an Membranen gebunden (Vestal 
et al., 2000; Stickney & Buss, 2000).
Die unterschiedliche Lokalisation, posttranslationale Modifikation sowie die unterschied-
lichen Expressionsmuster der sehr sequenzhomologen Guanylat-bindenen Proteine 
weist auf eine große funktionelle Diversität hin. Vergleichbar mit anderen großen GTPa-
sen spielen GBP auch eine wichtige Rolle in der Immunabwehr. Die antivirale Wirkung 
von IFN-induzierbaren GTPasen wird im nachfolgenden Kapitel separat behandelt.
1.2.3 Antivirale Wirkung von IFN-induzierbaren GTPasen
Interferone und IFN-stimulierte Gene, darunter die Genprodukte PKR, OAS, MxA, NOS2, 
Viperin und ISG-15 vermitteln einen antiviralen Zustand in der infizierten Zelle, was zu 
Limitierung der Virusvermehrung führt (Randall & Goodbourn, 2008). 
Neben diesen bereits gut charakterisierten Wirtszell-Proteinen mit anti-pathogener Akti-
vität existiert noch eine große Gruppe ungenügend erforschter Proteine, deren Expres-
sion in infizierten Zellen hochreguliert wird. In diesem Zusammenhang haben GTPasen 
in den letzten Jahren an Bedeutung gewonnen. 
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1.2.3.1 Die p47-GTPasen
GTPasen dieser Familie besitzen eine molekulare Masse von 47 - 48 kDa und stellen die 
größte Gruppe IFN-induzierbarer GTPasen in Vertebraten dar (MacMicking, 2004). Im 
Gegensatz zu den GBP ist die Expression der p47-GTPasen streng IFN- und LPS-ab-
hängig und nicht durch proinflammatorische Zytokine wie Interleukine und TNF-α indu-
zierbar (Taylor et al., 1996; Taylor et al., 2004; Carlow et al., 1998). p47-GTPasen vermit-
teln eine IFN-γ-abhängige Resistenz gegen eine Reihe von intrazellulären Bakterien und 
Parasiten wie z.B. Mycobacterium tuberculosis, Listeria monocytogenes, Toxoplasma 
gondii und Trypanosoma cruzi (MacMicking et al., 2003; Martens et al., 2005; Santiago 
et al., 2005; Taylor et al., 2007). Dabei bezieht sich die durch die GTPase-vermittelte Re-
sistenz der Wirtszelle auf die Regulation der Replikationsbedingungen des Pathogens. 
Die Expression der am ER und Golgi Kompartment lokalisierten p47-GTPase wird durch 
Infektion und IFN-γ-Produktion induziert und z.B. zu den Pathogen-enthaltenen Phago-
somen bzw. Vakuolen transportiert, wo sie deren Funktion und Form für das Pathogen 
nachteilig beeinflussen. Die GTPase LRG-47 kontrolliert z.B. die Reifung der Phagoso-
men in IFN-γ-aktivierten Makrophagen, in denen sich Mycobacterium tuberculosis rep-
liziert (MacMicking et al., 2003). Die p47-GTPase IGTP spielt eine wichtige Rolle in der 
IFN-γ-induzierten Inhibition von Toxoplasma gondii in murinen Astrozyten (Halonen et 
al., 2001; Martens et al., 2005). Die genaue Funktion von IGTP in diesem Zusammen-
hang ist nicht ausreichend aufgeklärt, jedoch wird angenommen, daß IGTP den vesiku-
lären Transport von Antigenen, Zytokinen und anderen Molekülen zur nicht-fusogenen, 
parasitophoren Vakuole zum Nachteil des Parasiten reguliert. 
Während zahlreiche Studien belegen, dass p47-GTPasen in der Vermittlung von IFN-γ-
regulierten Resistenzen gegen intrazelluläre Bakterien und Parasiten eine wichtige Rolle 
spielen, gibt es nur wenige Hinweise auf eine antivirale Wirkung dieser Proteine. In vitro 
Studien zeigen, dass eine Überexpression von IGTP die Vesicular-Stomatitis-Virus-indu-
zierte Lyse in Fibroblasten reduziert (Carlow et al., 1998). Darüber hinaus aktiviert IGTP 
in Coxsackie-B3 Virus-infizierten HeLa Zellen den PI3-Kinase-Signalweg, was zur Inhibi-
tion der virusinduzierten Apoptose der Wirtszelle und somit zur Limitierung der Virusver-
mehrung führt (Zhang et al., 2003). Während IGTP-defiziente Mäuse einen deutlichen 
Resistenzverlust nach Infektion mit Toxoplasma gondii aufweisen, konnte eine antivirale 
Wirkung von p47-GTPasen in vivo bislang nicht nachgewiesen werden. IGTP-defiziente 
Mäuse zeigten normale Resistenzen gegen Infektionen mit Zytomegalie- und Ebolaviren 
(Taylor et al., 2000; Taylor et al., 2007).
1.2.3.2 Die Mx-Proteine
Mx-Proteine sind Schlüsselkomponenten der angeborenen Immunität und Zell-autono-
men antiviralen Resistenz die durch Typ I (α/β) und Typ III (λ) IFN induziert wird, jedoch 
kaum durch IFN-γ (Staeheli & Haller, 1987). Ihre Entdeckung beruht auf einer Studie 
von Isaacs und Lindenmann im Jahre 1957, in der durch Inzucht erzeugte Mäuse eine 
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ungewöhnliche Resistenz gegen Influenza A Virusinfektionen aufwiesen (Isaacs & Lin-
denmann, 1957). Die Resistenz dieser Inzuchtmäuse konnte in späteren Studien auf das 
autosomal dominant vererbte myxoresistence gene 1 (Mx1-Gen) zurückgeführt werden 
(Lindenmann, 1962; Lindenmann, 1964). Während das Mx1-Gen durch Mutationen oder 
Deletionen in Labormäusen normalerweise nicht funktional ist, stellt die IAV-Resistenz 
jedoch in den meisten Wildtyp-Mäusen den Wildtyp-Phänotyp dar (Haller et al., 1986; 
Staeheli et al., 1988; Reeves et al., 1988). Zudem konnte Mx2 als zweites Mx-Gen iden-
tifiziert werden (Staeheli & Sutcliffe, 1988). Mx-Proteine finden sich in vielen Vertebraten 
inklusive Vögeln, Fischen, Mäusen, Schweinen und Menschen. Die humanen Homologe 
zu den murinen Mx1 und Mx2 Proteinen werden als MxA und MxB bezeichnet (Aebi et 
al., 1989), wobei nur für MxA eine antivirale Wirkung nachgewiesen werden konnte.
Mx-GTPasen besitzen antivirale Aktivität gegen ein großes Spektrum von Viren wie die 
RNA-Viren Orthomyxoviren (Influenza Virus, Thogotovirus), Paramyxoviren (Schneider-
Schaulies et al., 1994; Zhao et al., 1996), Rhabdoviren, Picornaviren und Bunyaviren 
(La Crosse Virus) (Hefti et al., 1999) sowie Hepatits B Virus, einem DNA-Virus mit einem 
genomischen RNA-Intermediat (Gordien et al., 2001). Im Allgemeinen scheinen die Mx-
GTPasen viralen Infektionen entgegenzuwirken, indem sie virale Nukleokapsid-ähnliche 
Strukturen in der Zelle umlokalisieren, sodass sie nicht mehr für die Generation von 
neuen Viruspartikeln zur Verfügung stehen. Das humane MxA ist im Zytoplasma loka-
lisiert und teilweise mit Strukturen des endoplasmatischen Retikulums (ER) assoziiert. 
Dieses Membrankompartiment dient als Interaktionsplattform, welche die Erkennung vi-
raler Strukturen unterstützt. Im Falle von Infektionen mit Thogoto Virus verhindert MxA, 
dass die in die Zelle eindringenden Nukleokapside in den Zellkern transportiert werden, 
wo virale Transkription und Replikation stattfinden (Kochs & Haller, 1999). In Bunyavirus-
infizierten Zellen verhindert MxA den Transport vom viralen Nukleokapsidprotein zum 
Golgi-Apparat, dem Kompartiment wo Viruskomponenten zu einem vollständigen Virus 
zusammengefügt werden (Assembly). In HBV-infizierten Zellen blockiert MxA den Export 
von viralen mRNA-Transkripten aus dem Zellkern in das Zytoplasma und verhindert so-
mit die virale Proteinsynthese (Gordien et al., 2001).
Das murine Mx1 akkumuliert im Zellkern, ist dort mit Komponenten der promyelocytic 
leukemia protein nuclear bodies (PML-NB) assoziiert und inhibiert die Replikation von 
Influenza und Thogotoviren, die im Zellkern replizieren (Engelhardt et al., 2004). Für 
Mx1 in Schweinen (poMx1) wurde eine Einflussnahme auf die Influenzavirusvermeh-
rung in der Frühphase der Infektion beschrieben (Palm et al., 2010). Hier konnte gezeigt 
werden, dass der endozytäre Transport von endozytierten Viruspartikeln zu den späten 
Endosomen durch Mx1 blockiert wird. 
Für humane exogen exprimierte MxA-Fusionsproteine (VP16-MxA) die aufgrund des 
fusionierten VP16 Anteils ebenfalls im Zellkern lokalisiert sind konnte eine direkte Pro-
tein-Protein-Interaktion mit dem Influenza Virus NP gezeigt werden, was ebenfalls zu 
einer direkten oder indirekten Inhibierung der viralen Transkription und Replikation führt 
(Zürcher et al., 1992b; Turan et al., 2004). Obwohl nie eine direkte Interaktion zwischen 
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Mx1 und der viralen Polymeraseuntereinheit PB2 gezeigt werden konnte, wird PB2 als 
mögliches Target für Mx1 angenommen (Huang et al., 1992; Stranden et al., 1993). Die-
se These wird dadurch gestützt, dass Überexpression von PB2 und NP die MxA-Aktivität 
neutralisieren können.
Die antivirale Wirkung der Mx-Proteine ist von einer funktionellen GTPase-Domäne ab-
hängig. Beispielsweise ist für die Interaktion von MxA mit dem Thogoto Virus die GTP-
Bindung sowie das Vorhandensein eines intakten C-Terminus essentiell (Zürcher et al., 
1992a; Johannes et al., 1997, Kochs & Haller, 1999).
Die Tatsache, dass humane und murine Mx-Proteine auf unterschiedliche Weise antiviral 
wirken können und verschiedene Influenzavirusstämme unterschiedlich sensitiv für die 
antiviralen Eigenschaften der Mx-Proteine sind (Dittmann et al., 2008), unterstreicht die 
funktionelle Diversität dieser GTPasen.
1.2.3.3 Die Guanylat-bindenden Proteine (GBP)
Auch die GBP-Familie der großen GTPasen spielt eine wichtige Rolle in der IFN-indu-
zierten Immunantwort auf virale, bakterielle sowie parasitäre Infektionen. 
Es konnte gezeigt werden, das die Expression von murinen GBP nach Infektion mit 
Listeria monocytogenes und Toxoplasma gondii in vitro und in vivo hochreguliert ist (De-
grandi et al., 2007). Dabei führt die Infektion mit T. gondii zu einer veränderten Lokalisa-
tion mancher mGBP (mGBP-1, -2, -3, -6, -7 und -9) in Richtung parasitophorer Vakuole, 
wohingegen eine Infektion mit L. monocytogenes keinen Einfluss auf die subzelluläre 
Lokalisation von mGBP-2, -6 und -7 hat. 
Im Kontext bakterieller Infektionen wurde beschrieben, dass hGBP-1 und hGBP-2 den 
inhibitorischen Effekt von IFN-γ auf die Chlamydia trachomatis Vermehrung potenzieren 
können (Tietzel et al., 2009). Die GTPase-Aktivität ist hierbei essentiell, da Mutationen 
im hochkonservierten dritten GTP-Bindungsmotiv der GTPase-Domäne von hGBP-1 
(D148N) den antibakteriellen Effekt aufheben.
Weitere Studien belegen einen inhibitorischen Effekt von hGBP-1 und mGBP-2 auf die 
virale Replikation von Vesicular Stomatitis Virus (VSV) und Encephalomyocarditits Virus 
(EMCV) (Anderson et al., 1999; Carter et al., 2005). Während eine transiente bzw. stabi-
le Überexpression von hGBP-1 zu einer moderaten Inhibierung der VSV und EMCV Ver-
mehrung in HeLa Zellen führt, konnte ein inhibitorischer Effekt auf die Replikation dieser 
Viren durch mGBP-2 auch in Fibroblasten nachgewiesen werden. Dass für die antivirale 
Wirkung von mGBP-2 gegen EMCV die GTP-Bindung essentiell ist, für den Einfluss 
auf die VSV Replikation jedoch keine Rolle spielt, lässt den Schluss zu, dass abhängig 
von der Virusfamilie verschiedene antivirale Mechanismen dieser Proteine existieren. 
Für hGBP-1 wurde außerdem eine antivirale Wirkung gegen Hepatitis C Virus in vitro 
beschrieben (Itsui et al., 2006; Itsui et al., 2009). Hier wurde auch gezeigt, dass eine 
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direkte Protein-Protein-Interaktion der viralen RNA-abhängigen RNA-Polymerase HCV-
NS5B mit der GTPase-Domäne von hGBP-1 dessen GTPase-Aktivität inhibiert, die für 
die antivirale Wirkung von hGBP-1 jedoch essentiell ist.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals eine antivirale Wirkung einer neu identifizier-
ten Spleißvariante des humanen GBP-3 gegen Influenza A Viren und VSV gezeigt. Die 
Überexpression von hGBP-3ΔC führt hierbei zur Inhibierung der viralen Replikation 
durch Hemmung der viralen Transkription, Translation und RNA-Neusynthese. Dies geht 
einher mit einer Reduktion der Polymerase-Aktivität von Influenza A Viren.
Obwohl GBP eine große Gruppe von Proteinen repräsentieren, die mit verschiedenen 
Wirkmechanismen in die Abwehr von Pathogenen involviert sind, ist die genaue biologi-
sche Rolle die sie in der Immunabwehr spielen nicht genau bekannt. Als transkriptionell 
und translationell IFN-induzierte Gene bleiben GBP daher auch in Zukunft hochinteres-
sante Ziele für die Forschung.
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1.3 Zielsetzung der Arbeit
Infektionen mit Influenza A Viren stellen nach wie vor ein ernst zu nehmendes Prob-
lem für den Menschen dar und können besonders bei Patienten aus Risikogruppen zu 
schweren und sogar tödlichen Krankheitsverläufen führen. Ein wichtiger Faktor ist hier-
bei insbesondere die hohe Mutationsrate der Influenza Viren, welche die Hauptursache 
für die Resistenzentwicklung gegen bisher verfügbare Grippetherapeutika darstellt. Die 
Veränderung der antigenen Eigenschaften dieser Viren stellt zudem jedes Jahr eine 
neue Herausforderung für die Herstellung geeigneter Impfstoffe dar. Durch eine evolu-
tionär bedingte Anpassung ihrer viralen Genprodukte sind Influenza Viren zudem in der 
Lage, mit der Immunantwort ihrer Wirtszelle zu interferieren. Um eine effiziente Virus-
replikation zu gewährleisten modulieren Influenza Viren beispielsweise zelluläre Signal-
wege des angeborenen Immunsystems. Die Interferenz mit dem zellulären IFN-System 
nimmt dabei einen großen Stellenwert ein. Die Erforschung von Virus-Wirt-Interaktionen 
ist daher für das Verständnis der Resistenzentwicklung von Viren wichtig und bildet die 
Grundlage für die zukünftige Entwicklung antiviral wirkender Medikamente.
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die tiefere Untersuchung der Funktion(en) des PB1-
F2 Proteins, beispielsweise hinsichtlich einer möglichen IFN-antagonistischen Wirkung. 
Der Schwerpunkt der Arbeit war dabei die Charakterisierung eines potentiellen zellulären 
Interaktionspartners von PB1-F2, der in einer früheren Studie unserer Arbeitsgruppe in 
einem Yeast Two-Hybrid (Y2H) Screening-Verfahren mit einer humanen Lungen-cDNA-
Bibliothek identifiziert wurde. Die Untersuchung einer potentiellen antiviralen Wirkung 
des, als Spleißvariante des humanen Guanylat-bindenden Protein 3 (hGBP-3ΔC) iden-
tifizierten Interaktionspartners von PB1-F2, war Hauptgegenstand der vorliegenden Ar-
beit. Dabei sollte untersucht werden, ob hGBP-3ΔC mit der Influenza A Virusreplikation 
und der Synthese von viralen Genprodukten interferieren kann. Darüber hinaus stellte 
sich die Frage, ob und welche Rolle die Interaktion mit dem Influenza PB1-F2 Protein in 
diesem Zusammenhang spielt.  
Während die Rolle der IFN-induzierbaren Guanylat-bindenden Proteine als antiviral wir-
kende große GTPasen bereits länger diskutiert wird, ist deren genaue biologische Funk-
tion in der Immunabwehr von intrazellulären Pathogenen nicht ausreichend verstanden. 
Um einen möglichen antiviralen Wirkungsmechanismus der humanen GBP-3 GTPase 
zu evalulieren, welcher möglicherweise auch auf andere Guanylat-bindende Proteine 
bzw. andere GTPase-Familien übertragbar ist, war die Identifizierung der Domäne des 
GBP-3 Proteins, welche den antiviralen Effekt vermittelt, ebenfalls Gegenstand der vor-
liegenden Arbeit.
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2 Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Chemikalien
Chemikalien Herkunft
[γ-32P]ATP PerkinElmer (Rodgau)
2-Mercaptoethanol Roth (Karlsruhe)
2x RNA Loading Dye Fermentas (St. Leon-Rot)
Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) (30 %) AppliChem (Darmstadt)
Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) (30 %) Roth (Karlsruhe)
Adenosin-5´-Triphosphat (ATP) Sigma-Aldrich (München)
Agar Roth (Karlsruhe)
Agarose NEEO Roth (Karlsruhe)
Albumin Fraktion V Roth (Karlsruhe)
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Roth (Karlsruhe)
Ampicillin (Natriumsalz) Sigma-Aldrich (München)
Aprotinin Roth (Karlsruhe)
Benzamidin Sigma-Aldrich (München)
Bradford Reagenz BioRad (München)
Brij98 Sigma-Aldrich (München)
Bromphenol Blau Roth (Karlsruhe)
Chloroform Roth (Karlsruhe)
D-Luciferin AppliChem (Darmstadt)
DEAE-Dextran Amersham (Freiburg)
Desoxycholsäure Natriumsalz (DOC) Roth (Karlsruhe)
Dimetylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich (München)
Dithiotreitol (DTT) Roth (Karlsruhe)
dNTPs Fermentas (St. Leon-Rot)
Essigsäure Roth (Karlsruhe)
Ethanol, technisch 96 % AppliChem (Darmstadt)
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Roth (Karlsruhe)
Glycerin Roth (Karlsruhe)
Glycin Roth (Karlsruhe)
HEPES Roth (Karlsruhe)
Hydrogenperoxid (H2O2) Merck (Darmstadt)
Isopropanol Roth (Karlsruhe)
LB-Broth Roth (Karlsruhe)
Leupeptin Serva (Heidelberg)
LipofectamineTM 2000 Invitrogen (Karlsruhe)
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Chemikalien Herkunft
Luminol Roth (Karlsruhe)
Magnesiumacetat Roth (Karlsruhe)
Magnesiumchlorid Roth (Karlsruhe)
Methanol AppliChem (Darmstadt)
Natrium MES Roth (Karlsruhe)
Natrium Vanadat Roth (Karlsruhe)
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth (Karlsruhe)
Neutralrot Sigma-Aldrich (München)
NP40 Sigma-Aldrich (München)
p-Coumarsäure Sigma-Aldrich (München)
PageRuler Prestained Protein Ladder Fermentas (St. Leon-Rot)
PEI (Polyethylenimin) Sigma-Aldrich (München)
Protein-A-Agarose Roche (Mannheim)
TEMED Roth (Karlsruhe)
Triton-X100 Roth (Karlsruhe)
TRIzol® Reagent Invitrogen (Karlsruhe)
Tabelle 2: Chemikalien
Alle nicht aufgeführten Standardchemikalien stammen von den Firmen Amersham bios-
ciences (Freiburg), AppliChem (Darmstadt), Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe), Fer-
mentas GmbH (St. Leon-Rot), Gibco Invitrogen GmbH (Karlsruhe), Merck KGaA (Darm-
stadt), Roche (Mannheim) oder Sigma-Aldrich (München).
2.1.2 Kits
Kit Herkunft
BCA Protein Assay Reagent Pierce (Rockford, USA)
Brilliant II SYBR Green QPCR Master Mix Agilent (Waldbronn)
GenElute™ HP Plasmid Maxiprep Kit Sigma-Aldrich (München)
Illustra™ ProbeQuant™ GE Healthcare (Buckinghamshire, UK)
RNase-Free DNase Set Qiagen (Hilden)
RNeasy Mini Kit Qiagen (Hilden)
Zymoclean™ Gel Recovery Kit HiSS Diagnostics GmbH (Freiburg)
Tabelle 3: Kits
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2.1.3 Wachstumsmedien für eukaryotische Zellen und Zusätze
Wachstumsmedium Herkunft
10xMEM (- L-Glutamin, - NaHCO3) PAA (Pasching, Österreich)
Bovines Serum Albumin 35 % MP Biomedicals (Eschewege)
D-MEM high Glucose (+ L-Glutamin)  PAA (Pasching, Österreich) 
Fötales Kälberserum (FCS) Biochrom KG (Berlin)
MEM high Glucose (+ L-Glutamin) PAA (Pasching, Österreich)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Gibco Invitrogen (Karlsruhe)
Opti-MEM® Gibco Invitrogen (Karlsruhe)
PBS (ohne Ca2+/Mg2+) PAA (Pasching, Österreich) 
Penicillin/Streptomycin Gibco Invitrogen (Karlsruhe)
Trypsin-solo 0,025 % Gibco Invitrogen (Karlsruhe)
Trypsin/EDTA 0,5 % Gibco Invitrogen (Karlsruhe)
Tabelle 4: Wachstumsmedien für eukaryotische Zellen und Zellkulturzusätze
2.1.4 Zytokine
Zytokin Herkunft
Humanes Interferon-Alpha  (IFN-α) PBL Interferon Source (New Jersey, USA)
Humanes Interferon-Beta (IFN-β) PBL Interferon Source (New Jersey, USA)
Humanes Interferon-Gamma (IFN-γ) PBL Interferon Source (New Jersey, USA)
Humanes Interleukin-1β (IL-1β) Roche (Mannheim)
Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) Sigma Aldrich (München)
Tabelle 5: Zytokine
2.1.5 Enzyme
Enzym Herkunft
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase New England BioLabs inc. (Massachu-
setts, USA)
Reverse Transkriptase Revert Aid H- M-MulV Fermentas (St. Leon-Rot)
SuperScript™ II Reverse Transcriptase Invitrogen (Karlsruhe)
T4 Polynukleotidkinase Fermentas (St. Leon-Rot)
Tabelle 6: Enzyme
31
Material und Methoden
2.1.6 Antikörper/Antiseren
Primäre Antikörper Herkunft/Referenz
ERK2 (C14) Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg)
Influenza A M1 AbD Serotec (Düsseldorf)
Influenza A NP (Klon HB-66) ATCC-LGC Standards (Teddingtion, U.K.)
Influenza A NS1 (Klon NS1-23-1) V. Wixler, IMV (Münster)
Influenza A PB1 (VK-20) Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg)
Influenza A PB1-F2 (Kaninchenserum) U. Schubert (Erlangen); Henklein et al., 
2005
Influenza A PB1-F2 (Klon F2-6G10) V. Wixler, IMV (Münster); Nordmann et al., 
2010
Influenza A PB2 Carr et al., 2006 (Virology, 344(2):492-508)
Myc (Klon 9E10) ATCC (Manassas, USA)
Sekundäre Antikörper Herkunft/Referenz
Donkey anti-goat IgG-HRP Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg)
Donkey anti-mouse IgG Amersham (Freiburg)
Donkey anti-rabbit IgG Amersham (Freiburg)
Alle sekundären Antikörper sind mit HRP („horseradish peroxidase“) konjugiert
Tabelle 7: Primäre und sekundäre Antikörper 
2.1.7 Plasmide
Plasmid Beschreibung Herkunft/Referenz
pCS2+MT Eukaryotischer Expressionsvektor für 
die Expression von 5x/6x Myc-markier-
ten Proteinen 
Rupp et al., 1994
pCS2+MT / hGBP-1 Eukaryotischer Expressionsvektor für 
die Expression von 6x Myc-markierten 
hGBP-1 Proteinen
L. Wixler, IMV 
(Münster)
pCS2+MT / hGBP-3 Eukaryotischer Expressionsvektor für 
die Expression von 6x Myc-markierten 
hGBP-3 Proteinen
L. Wixler, IMV 
(Münster)
pCS2+MT / hGBP-
3ΔC
Eukaryotischer Expressionsvektor für 
die Expression von 6x Myc-markierten 
hGBP-3ΔC Proteinen
L. Wixler, IMV 
(Münster)
pCS2+MT / hGBP-3 
aa1-316
Eukaryotischer Expressionsvektor für 
die Expression von 6x Myc-markierten 
Proteinen bestehend aus dem N-termi-
nalen Ende und der Mitteldomäne von 
hGBP-3
L. Wixler, IMV 
(Münster)
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Plasmid Beschreibung Herkunft/Referenz
pCS2+MT / hGBP-3 
aa1-275
Eukaryotischer Expressionsvektor für 
die Expression von 6x Myc-markierten 
Proteinen bestehend aus dem N-termi-
nalen Ende von hGBP-3
L. Wixler, IMV 
(Münster)
pCS2+MT / hGBP-3 
aa310-569
Eukaryotischer Expressionsvektor für 
die Expression von 6x Myc-markierten 
Proteinen bestehend aus dem C-termi-
nalen Ende von hGBP-3
L. Wixler, IMV 
(Münster)
pCS2+MT / hGBP-
3ΔC aa310-544
Eukaryotischer Expressionsvektor für 
die Expression von 6x Myc-markierten 
Proteinen bestehend aus dem C-termi-
nalen Ende von hGBP-3ΔC
L. Wixler, IMV 
(Münster)
pCS2+MT / hGBP-3 
K51A
Eukaryotischer Expressionsvektor für 
die Expression von 6x Myc-markierten 
hGBP-3 Proteinen mit einem Amino-
säureaustausch von Lysin zu Arginin an 
Position 51 (K51A)
L. Wixler, IMV 
(Münster)
pCS2+MT / hGBP-
3ΔC K51A
Eukaryotischer Expressionsvektor für 
die Expression von 6x Myc-markierten 
hGBP-3ΔC Proteinen mit einem Amino-
säureaustausch von Lysin zu Arginin an 
Position 51 (K51A)
L. Wixler, IMV 
(Münster)
pTATA luc-IFN-β Eukaryotischer Expressionsvektor für 
die Expression von Luciferase unter 
Kontrolle des IFN-β Promotors (IFN-β 
Enhanceosom)
IMV (Münster)
pTATA luc 4xIRF 3 Eukaryotischer Expressionsvektor für 
die Expression von Luciferase unter 
Kontrolle des IRF-3 Promotors 
C. Ehrhardt, IMV 
(Münster)
pB4xAP 1 / Ets luc Eukaryotischer Expressionsvektor für 
die Expression von Luciferase unter 
Kontrolle des AP-1 Promotors
IMV (Münster)
pGL 5xNF-κB luc Eukaryotischer Expressionsvektor für 
die Expression von Luciferase unter 
Kontrolle des NF-κB Promotors
C. Nordhoff, IMV 
(Münster)
pBC12-PB1-F2 (PR8) Eukaryotischer Expressionsvektor für 
die Expression des Influenza (PR8) 
PB1-F2 Proteins
D. Anhlan, IMV 
(Münster)
pHW2000 Eukaryotischer Expressionsvektor mit 
Pol I- und Pol II (CMV)-Promotorele-
menten
Hoffmann et al., 
2000
pHW2000-PB1 (FPV) Eukaryotischer Expressionsvektor für 
die Expression des Influenza (FPV) PB1 
Proteins
R. Wagner, Institut 
für Virologie  
(Marburg)
pHW2000-PB2 (FPV) Eukaryotischer Expressionsvektor für 
die Expression des Influenza (FPV) PB2 
Proteins
R. Wagner, Institut 
für Virologie  
(Marburg)
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Plasmid Beschreibung Herkunft/Referenz
pHW2000-PA (FPV) Eukaryotischer Expressionsvektor für 
die Expression des Influenza (FPV) PA 
Proteins
R. Wagner, Institut 
für Virologie  
(Marburg)
pHW2000-NP (FPV) Eukaryotischer Expressionsvektor für 
die Expression des Influenza (FPV) NP 
Proteins
R. Wagner, Institut 
für Virologie  
(Marburg)
pCAGGS-PB1 (WSN) Eukaryotischer Expressionsvektor für 
die Expression des Influenza (WSN) 
PB1 Proteins
T. Wolff, RKI (Berlin)
pCAGGS-PB2 (WSN) Eukaryotischer Expressionsvektor für 
die Expression des Influenza (WSN) 
PB2 Proteins
T. Wolff, RKI (Berlin)
pCAGGS-PA (WSN) Eukaryotischer Expressionsvektor für 
die Expression des Influenza (WSN) PA 
Proteins
T. Wolff, RKI (Berlin)
pCAGGS-NP (WSN) Eukaryotischer Expressionsvektor für 
die Expression des Influenza (WSN) NP 
Proteins
T. Wolff, RKI (Berlin)
pHH21-M (FPV) Eukaryotischer Expressionsvektor für 
die Generierung der vRNA des Influen-
za (FPV) Matrixproteins; mit humanem 
RNA Pol I-Promotor und muriner RNA 
Pol I-Terminatorsequenz
R. Wagner, Institut 
für Virologie  
(Marburg)
pPol I-SapIRib-M 
(WSN)
Eukaryotischer Expressionsvektor (pUC 
18) mit humanem RNA Pol I-Promotor 
und dem Ribozym des Hepatitis-Delta-
Virus für die Generierung der vRNA des 
Influenza (WSN) Matrixproteins
E. Hoffmann  
(Memphis, USA)
Tabelle 8: Plasmide
2.1.8 Primer
2.1.8.1 Sequenzierungsprimer 
Primerbezeichnung Primerbindung innerhalb der hGBP-3 Sequenz Sequenz 5´ 3´
hGBP-3 -137 fwd 137 bp vor dem Startkodon GAGAAGTGACAGAAACAAC
hGBP-3 1 fwd Startkodon ATGGCTCCAGAGATCCAC
hGBP-3 620 fwd 620 bp nach dem Startkodon CGCAAGGTACCAGTCA
hGBP-3 1051 fwd 1051 bp nach dem Startkodon CTGCTGGACCTGCACAGG
hGBP-3 1360 fwd 1360 bp nach dem Startkodon CAGGCTGAAGAGATTCT
hGBP-3 1557 fwd 1557 bp nach dem Startkodon AGAAGAGTTATCAAGAACATG
Tabelle 9: Sequenzierungsprimer
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2.1.8.2 Primer für die qRT-PCR 
Primerbezeich-
nung Sequenz 5´ 3´ Herkunft/Referenz
hGAPDH fwd GCAAATTTCCATGGCACCGT Das et al., 2000
hGAPDH rev GCCCCACTTGATTTTGGAGG Das et al., 2000
hGBP-1 fwd GAGGAGTTATCAGGAACACT A. Nordmann, IMV 
(Münster)
hGBP-1 rev AGCTTATGGTACATGCC A. Nordmann, IMV 
(Münster)
hGBP-3 fwd GAAGAGTTATCAAGAACATG A. Nordmann, IMV 
(Münster)
hGBP-3 rev AGCTTATGCGACATATA A. Nordmann, IMV 
(Münster)
hGBP-3ΔC fwd GAAGAGTTATCAAGAACATG A. Nordmann, IMV 
(Münster)
hGBP-3ΔC rev GGAAGAACAGAGAGAAAACAG A. Nordmann, IMV 
(Münster)
hIFN-β fwd GGCCATGACCAACAAGTGTCTCCTCC Harvard Primer Bank
hIFN-β rev GCGCTCAGTTTCGGAGGTAACCTGT Harvard Primer Bank
M1 fwd AGATGAGTCTTCTAACCGAGGTCG M. Schmolke, IMV 
(Münster)
M1 rev TGCAAAAACATCTTCAAGTCTCTG M. Schmolke, IMV 
(Münster)
Oligo(dT) TTTTTTTTTTTTTTTT IMV (Münster)
PB1 fwd CATACAGAAGACCAGTCGGGAT Y. Börgeling, IMV 
(Münster)
PB1 rev GTCTGAGCTCTTCAATGGTGGA Y. Börgeling, IMV 
(Münster)
Tabelle 10: Primer für die qRT-PCR
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2.1.8.3 Primer für die Primer Extension
Primerbezeichnung Sequenz 5´ 3´ Herkunft/Referenz
PB1 (PR8) cmRNA TCCATCTTCCCTTTTCTGAG A. Nordmann, IMV  
(Münster)
PB1 (PR8) vRNA GAGCCCGAATTGATGCACGG A. Nordmann, IMV  
(Münster)
5S rRNA TCCCAGGCGGTCTCCCATCC Ehrhardt et al., 2006a
Tabelle 11: Primer für die Primer Extension
Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von Sigma-Aldrich (München) bezogen.
2.1.9 siRNA
Bezeichung Herkunft
scrambled siRNA (sc-37007) Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg)
hGBP-3 siRNA (sc-105389) Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg)
Tabelle 12: siRNA
2.1.10 Virusstämme
Virusstamm Bezeichnung Beschreibung Herkunft/Referenz
A/Puerto-Rico/8/34 
(H1N1) (PR8)
PR8 Humanes Influenza 
A Virusisolat
T. Wolff, RKI  
(Berlin)
A/Puerto-Rico/8/34 
(H1N1) (PR8)
PR8 wt Rekombinantes hu-
manes Influenza A 
Virus (PR8 Wildtyp)
D. Anhlan, IMV 
(Münster)
A/Puerto-Rico/8/34 
(H1N1) (PR8) 
PR8 Δ PB1-F2 Rekombinantes 
humanes Influenza 
A Virus mit deletier-
tem PB1-F2 Lese-
rahmen, Mutation 
des Startkodons 
(PB1-F2 ATG95  
ACG)
D. Anhlan, IMV 
(Münster)
A/Puerto-Rico/8/34 
(H1N1) (PR8)
PR8 NY Rekombinantes 
humanes Influenza 
A Virus
T. Muster, Depart-
ment of Microbiolo-
gy (New York, USA)
A/Puerto-Rico/8/34 
(H1N1) (PR8)
PR8 Δ NS1 Rekombinantes 
humanes Influenza 
A Virus mit deletier-
tem NS1-Leserah-
men
T. Muster, Depart-
ment of Microbiolo-
gy (New York, USA)
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Virusstamm Bezeichnung Beschreibung Herkunft/Referenz
A/Thailand/1 (KAN-
1)/2004 (H5N1)
KAN-1 Humanes Isolat 
eines hochpatho-
genen, aviären 
Influenza A Virus
Puthavathana et al., 
2005
A/FPV/Bratislava/79 
(H7N7) (FPV)
FPV Aviäres Influenza A 
Virusisolat
S. Pleschka, Institut 
für Medizinische 
Virologie (Giessen)
VSV/Indiana VSV Vesikuläres Stoma-
titis Virus (Indiana-
Stamm) aus der 
Familie Rhabdovi-
ridae
T. Wolff, RKI  
(Berlin)
Tabelle 13: Virusstämme und deren Herkunft
2.1.11 Genotyp von Escherichia coli
Bakterienstamm Genotyp Herkunft
DH5α F- endA1 hsdR17 rm- mk-  supE44 thi-1λ- recA1 
gyrA96 relA1 deoR D(lacZYA-argF)-U169  
φ80dlacZΔM15
Invitrogen 
(Karlsruhe)
2.1.12 Puffer und Lösungen
RIPA Lysepuffer (pH 8)
25 mM Tris/HCL
137 mM NaCl
10 % Glycerol
0,1 % SDS
0,5 % DOC
1 % NP40 
2 mM EDTA 
Protease-Inhibitoren (werden frisch hinzugefügt): 
1 mM Na-Vanadat
5 mM Benzamidin
5 μg ml-1 Leupeptin
5 μg ml-1 Aprotinin
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Brij98 Lysepuffer (pH 8)
20 mM Tris/HCL
10 mM EDTA
100 mM NaCl
1 mM DTT
1 % Brij98
Protease-Inhibitoren (werden frisch hinzugefügt): 
1 mM Na-Vanadat
5 mM Benzamidin
5 μg ml-1 Leupeptin
5 μg ml-1 Aprotinin
SDS-PAGE Laufpuffer (pH 8,4) 
(5-fach konzentriert)
25 mM Tris/HCL
250 mM Glycin
0,1 % SDS
SDS-PAGE Transferpuffer (einfach konzentriert)
192 mM Glycin
25 mM Tris
0,1 % SDS
10 % Methanol
SDS-PAGE Sammelgel Puffer (pH 6,8)
178 mM Tris/HCL
1 % TEMED
0,1 % SDS
0,1 % APS
4,3 % Acrylamid/Bisacrylamid
SDS-PAGE Trenngel Puffer (pH 8,9)
370 mM Tris/HCL
0,02 % TEMED
0,1 % SDS
0,1 % APS
7,5-15 % Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)
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SDS-PAGE Probenpuffer (5-fach konzentriert) (pH 
6,8)
10 % SDS
50 % Glycerin
25 % β-Mercaptoethanol
0,1 % Bromphenol Blau
312 mM Tris/HCL
ECL Detektionsreagenz (pH 8,5)
80 μl p-Coumarsäure (90 mM)
200 μl Luminol (250 mM)
2 ml Tris/HCL (1 M) 
ad 20 ml dH2O
6,1 μl H2O2 (35 %)
Luciferase Harvesting Lysepuffer (pH 7,8)
50 mM Na-MES 
50 mM Tris/HCl 
1 mM DTT
0,2 % Triton-X100
ad dH2O
Luciferin Lösung
1 mM Luciferin
5 mM KH2PO4 (pH 7,8)
TBS-Triton Waschpuffer (pH 7,5)
50 mM Tris/HCL
150 mM NaCl
0,2 % Triton X-100
PBS++
PBS 
1 mM MgCl2
0,9 mM CaCl2
100 U ml-1 Penicillin
0,1 mg ml-1 Streptomycin
0,2 % BSA
Tabelle 14: Zusammensetzung verwendeter Puffer und Lösungen
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2.1.13 Geräte/Sonstige Materialien
Gerät/Material Herkunft
Acrylamid-Gelelektrophoreseapparatur BioRad (München)
Auswertungssoftware AxioVision Zeiss (Göttingen)
Bakterienschüttelinkubator Infors (Bottmingen)
Blotkammer BioRad (München)
CO2-Inkubator für Bakterienkultur Heraeus (Hanau)
CO2-Inkubator für Zellkultur Hera cell 240 Heraeus (Hanau)
Eppendorf Reaktionsgefäße Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf Zentrifuge 5417R Eppendorf (Hamburg)
Geltrockner BioRad (München)
Lumi Imager Stella 3200 Raytest (Straubenhardt)
MicroLumatPlus LB 96V Luminometer Berthold Technologies (Bad Wildbad)
Nanodrop PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen)
PCR Mastercycler ep 534X Eppendorf (Hamburg)
Phospho-Imager FLA-3000 Fujifilm (Düsseldorf)
Photometer Eppendorf (Hamburg)
Power Supply Power Pac Basic 300 BioRad (München)
PROTRAN Nitrocellulose Transfer Membran Schleicher&Schüll (Dassel)
Roche Light Cycler® 480 III F. Hoffmann-La Roche Ltd.  
(Basel, Schweiz) 
Thermomixer Eppendorf (Hamburg)
Whatman GB002 Papier Schleicher&Schüll (Dassel)
Zählkammer (Neubauer) Merck (Darmstadt)
Zellkulturflaschen (T175) Greiner Labortechnik (Solingen)
Zellkulturschalen  
(ø 3,5 cm ø 6 cm, ø 15 cm) 
Greiner Labortechnik (Solingen)
Tabelle 15: Geräte und sonstige Materialien
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2.2 Methoden
2.2.1 Zellkultur Methoden
2.2.1.1 Kultivierung von adhärenten Zelllinien
Alle Zellkulturarbeiten wurden unter Verwendung von autoklavierten oder sterilfiltrierten 
Lösungen, steriler Nährmedien und Kunststoffmaterialien unter der Sterilbank durch-
geführt. Die Kultivierung der permanenten Zelllinien erfolgte in Zellkulturflaschen bzw. 
-schalen bei 37 °C, 5 % CO2 und 80 % Luftfeuchtigkeit in einem CO2-Inkubator von Hera-
eus. Alle Medien wurden vor der Verwendung bei 37 °C im Wasserbad vorgewärmt. Da 
sich adhärent als Monolayer wachsende Zellen bei einer Konfluenz von 100 % aufgrund 
ihrer Kontaktinhibition nicht mehr teilen und absterben, wurde das Passagieren der Zel-
len bei einer Konfluenz von 70-90 % durchgeführt. Nach Abnahme des Kulturmediums 
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und durch Zugabe von Trypsin/EDTA vom Fla-
schenboden gelöst. Die abgelösten Zellen wurden in frischem Kulturmedium resuspen-
diert und in benötigter Verdünnung bzw. Zellzahl wieder ausgesät. Das Zählen der Zellen 
erfolgte mit Hilfe einer Neubauer Zählkammer. Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllini-
en und die Zusammensetzung ihrer Nährmedien sind in Tabelle 16 zusammengefasst.
 
Eukaryotische 
Zelllinie Beschreibung Nährmedium
A549 Humane Lungenepithelzellen 
aus Lungenkarzinom
D-MEM high Glucose + 10 % FCS 
MDCK II (Madin-
Darby Canine 
Kidney II)
permanente Epithelzelllinie 
aus der Niere eines weiblichen 
Cockerspaniels
MEM high Glucose + 10 % FCS
HEK293 (Human 
Embryonic Kidney)
Transformationsprodukt einer 
humanen embryonalen Nie-
renepithelzelle mit DNA des 
Adenovirus 5
D-MEM high Glucose + 10 % FCS
HeLa Humane Epithelzellen eines 
Zervixkarzinoms, aus denen 
die erste humane, permanente 
Zellline generiert wurde (ent-
nommen 1951)
D-MEM high Glucose + 10 % FCS
H1299 Humane Epithelzellen eines  
Lungenadenokarzinoms
D-MEM high Glucose + 10 % FCS
Tabelle 16:  Übersicht über verwendete Zelllinien und Zusammensetzung ihrer Nährmedien.
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2.2.1.2 Kryokonservierung von permanenten Zelllinien
Für die Langzeitlagerung von permanenten Zelllinien eignen sich Zellen, die sich in der 
exponentiellen Wachstumsphase befinden und keine zytopathischen Effekte aufweisen. 
Die optimale Zellzahl für das Einfrieren der in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien liegt 
zwischen 1x106 und 1x107 Zellen pro ml. Das Einfriermedium setzt sich aus 70 % Kul-
turmedium, 20 % FCS und 10 % DMSO zusammen. DMSO wirkt hierbei beim Einfrier-
vorgang als kryoprotektive Substanz einer Kristallwasserbildung in der Zelle entgegen.
Die Zellen wurden abtrypsiniert und die entsprechende Zellzahl für 5 min bei 1.100 rpm 
abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde anschließend in Einfriermedium resuspendiert, zu 1 
ml in Kryoröhrchen aliquotiert und sofort auf Eis gelagert. Die Röhrchen wurden dann in 
einer Styroporbox bei -80 °C eingefroren und nach 24 h für die Langzeitlagerung in den 
Stickstofftank (-180 °C) überführt. Während der Einfriervorgang stufenweise erfolgt, ist 
aufgrund der zytotoxischen Wirkung der kryoprotektiven Substanzen zügiges Auftauen 
und Verdünnen der Zellen erforderlich. Die konservierten Zellen wurden daher bei 37 °C 
im Wasserbad aufgetaut, 1:10 in Kulturmedium verdünnt und für 5 min bei 1.100 rpm 
abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in vorgewärmtem Kulturmedium resuspendiert und 
für die weitere Kultivierung in Zellkulturflaschen überführt.
2.2.1.3 Transiente Transfektion von Plasmid DNA
Unter transienter Transfektion versteht man das zeitweilige Einbringen von fremder DNA 
oder RNA in eine eukaryotische Wirtszelle. Von den unterschiedlichen Methoden wur-
de die liposomale Transfektion ausgewählt, die in dieser Arbeit mittels Lipofectamine™ 
2000 bzw. PEI (Polyethylenimin) durchgeführt wurde. Lipofectamine™ 2000 ist ein kat-
ionisches Liposom, was in polaren Lösungen mit der negativ geladenen Plasmid-DNA 
interagiert. Der entstandene DNA-Liposomen-Komplex kann dann mit der Zellmembran 
fusionieren und die DNA-Moleküle in die Wirtszelle aufgenommen werden, wo sie dann 
im Zellkern transkribiert werden (Chesnoy & Huang, 2000).
Einen Tag vor der Transfektion wurden 0,5 x 106 A549 Zellen in 6-Well Zellkulturplatten 
ausgesät, sodass sie sich am Transfektionstag bei einer Konfluenz von ca. 80 % in der 
exponentiellen Wachstumsphase befanden. Es wurden 7 μl Lipofectamine™ 2000 mit 
250 μl Opti-MEM® für 5 min bei RT inkubiert. Dieser Mix wurde dann tropfenweise unter 
leichtem Vortexen zu 1-2 μg DNA in 50 μl Opti-MEM® gegeben und wiederum für 15 min 
bei RT inkubiert. Der Transfektionsmix wurde dann tropfenweise auf die Zellen gegeben 
und diese bei 37 °C im CO2-Brutschrank inkubiert. Nach dem Mediumwechsel, der ca. 
4-5 h nach der Transfektion erfolgte, wurden die Zellen 24-48 h bis zur weiteren Verwen-
dung weiterkultiviert.
Die Transfektion von HEK293 Zellen erfolgte unter Verwendung des Transfektionsrea-
genzes PEI (Ehrhardt et al., 2006b). Hierbei wurden 2 μg DNA mit 6 μl PEI und 100 μl 
D-MEM Kulturmedium (ohne Zusätze) für 10 min bei RT inkubiert, dann tropfenweise auf 
die Zellen gegeben und für mindestens 24 h kultiviert.
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2.2.1.4 Transiente Transfektion von siRNA
Um die Genexpression von hGBP-3 und hGBP-3ΔC herunter zu regulieren, wurde die 
RNA Interferenz (RNAi) Methode angewendet. Durch die Transfektion von sog. short in-
terfering RNA (siRNA), die eine Kombination aus meist drei Ziel-spezifischen siRNAs mit 
einer Länge von 19-25 nt darstellen sowie die folgende Bildung eines Multienzymkom-
plexes, des sog. RISC-Komplexes, erfolgt eine kontrollierte Degradation der Ziel-mRNA. 
Die Zellen wurden mit synthetischen siRNAs der Firma Santa Cruz Biotechnology (Hei-
delberg) mittels Lipofectamine™ 2000 nach Angaben des Herstellers für siRNA Transfek-
tionen transfiziert. Nach der optimalen Inkubationszeit von 24 h erfolgte die Stimulation 
mit Zytokinen (2.2.1.5) bzw. die Virusinfektion (2.2.2.2). Der Nachweis der Gensuppres-
sion wurde mittels quantitativer Real-time PCR (2.2.3.4) erbracht.
2.2.1.5 Stimulation von Zellen
Um die Expression von GBPs zu stimulieren wurden unterschiedliche humane Epithel-
zelllinien mit Typ I und Typ II Interferonen sowie mit TNF-α und IL-1β stimuliert. Alle 
Zytokine wurden in Konzentrationen appliziert, für die in früheren Studien bereits eine 
optimale Induktion der GBP-Expression gezeigt werden konnte (Lubeseder-Martellato et 
al., 2002; Tripal et al., 2007). 
Für die Stimulation wurden die Zellen mit je 100 U pro ml Kulturmedium IFN-α, IFN-β, 
IFN-γ und IL-1β bzw. 30 ng ml-1 TNF-α für 5 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nach 
der Inkubation erfolgte der Nachweis der GBP-Expression mittels quantitativer Real-time 
PCR (2.2.3.4)
2.2.2 Virologische Methoden
2.2.2.1 Virusanzucht 
Die Anzucht der humanen Influenza A Viren des PR8-Stammes erfolgte in embryonier-
ten Hühnereiern. Die Virusvermehrung in der Allantoishöhle von Hühnerembryonen ist 
eine gängige Methode, wobei der Umstand ausgenutzt wird, dass im Huhn eine ubiqui-
täre Infektion stattfindet.
Die 11 Tage lang bei 37 °C und 70 % Luftfeuchtigkeit bebrüteten Hühnereier wurden vor 
der Infektion durchleuchtet, um das Vorhandensein eines Embryos bzw. dessen Lage 
zu überprüfen. Nach Desinfektion des Eies mit 70 % Ethanol wurde am stumpfen Ende 
des Eies im Bereich der Luftblase ein kleines Loch gebohrt, durch das mittels einer Ka-
nüle ca. 150 μl einer in PBS verdünnten Virussuspension (10-2-10-3) in die Allantoishöhle 
injiziert wurden. Nach der Inokulation wurde die Injektionsöffnung mit Ponal-Klebstoff 
verschlossen und die Eier für 50 h bei 37 °C und 70 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Für die 
Virusernte wurden die Eier zunächst für 2 h bei -20 °C oder Ü.N. bei +4 °C gekühlt. Mit 
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Hilfe einer Pinzette wurde dann die Eischale im Bereich der Luftblase und die darunter 
liegende Eihaut entfernt, die virushaltige, klare Allantoisflüssigkeit entnommen, aliquo-
tiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. 
Die Anzucht der aviären Influenza Virusstämme FPV und KAN-1 erfolgte auf MDCK II 
Zellen. Dafür wurden in einer T175 Kulturflasche konfluent gewachsene MDCK II Zel-
len mit einer MOI von 10-3-10-4 infiziert, wobei die Virussuspension in Infektionsmedium 
verdünnt und direkt auf die Zellen gegeben wurde. Nach einer Inkubation von 24 bis 
48 h wurden die virushaltigen Überstände gewonnen, für 5 min bei 2.500 rpm zentrifu-
giert, sterilfiltriert (Porengröße 0,45 μm), aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei 
-80 °C gelagert. Der Virustiter wurde mittels Plaquetest (2.2.2.3) bestimmt.
2.2.2.2 Virusinfektionen
Alle Virusinfektionen wurden laut Sicherheitsbestimmungen in S2- bzw. S3-Laboren 
durchgeführt. Die Höhe der MOI und die Dauer der Infektion richteten sich nach der 
Fragestellung des jeweiligen Experimentes. Unter MOI („multiplicity of infection“) ver-
steht man die Zahl der Viruspartikel, die eine bestimmte Anzahl von Zellen infizieren 
können. Eine MOI von 1 bedeutet, dass jede Zelle von einem Viruspartikel infiziert wird. 
Die Berechnung der MOI ist folglich: Plaquetiter des Virusstocks [PFU ml-1 ] x gesuchte 
Virusmenge = Zellzahl x MOI.
Um Serum und Zelltrümmer zu entfernen wurden alle Zellen vor der Infektion einmal 
mit PBS gewaschen. Die gewünschte Virusmenge wurde in PBS++ verdünnt und in ei-
nem Inokulationsvolumen von 500 μl pro 6-Well auf die Zellen gegeben. Nach einer 
Inkubation von 30 min bei 37 °C im CO2-Inkubator wurde das Inokulum wieder entfernt, 
die Zellen mit PBS gewaschen und in Infektionsmedium bestehend aus dem jeweiligen 
Zellkulturmedium supplementiert mit 1 mM MgCl2, 0,9 mM CaCl2, 100 U ml-1 Penicillin, 
0,1 mg ml-1 Streptomycin und 0,2 % BSA weiterkultiviert. Humane Influenza-Stämme 
benötigen außerdem die Zugabe von Trypsin (0,025 % v/v) in das Infektionsmedium, da 
ihr Hämagglutinin tryptisch gespalten werden muss, um eine effiziente Reinfektion der 
Zellen zu gewährleisten.
2.2.2.3 Bestimmung des Virustiters mittels Plaquetest
Im Plaquetest wird die Anzahl der infektiösen Viruspartikel pro Milliliter bestimmt. Die 
zu testende Virussuspension wird dabei so hoch verdünnt, dass nur ein geringer Anteil 
an Zellen infiziert wird. Die anschließende Überschichtung mit Agar-haltigem Medium 
verhindert die freie Diffusion der Viren, wodurch die Virusausbreitung nur auf unmittel-
bar angrenzende Zellen möglich ist. Damit ist gewährleistet, dass jeder Plaque von den 
Nachkommen eines einzigen infektiösen Viruspartikels verursacht wird. Plaques sind 
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Löcher im Zellrasen, die durch Infektion verursachte, lysierte Zellen entstehen und nach 
entsprechender Anfärbung der intakten Zellen mit bloßem Auge sichtbar werden (Bloom 
et al., 1970).
Zuerst wurde eine logarithmische Verdünnungsreihe der zu testenden Virussuspensi-
on hergestellt. Die Höhe der Verdünnung ist dabei vom erwarteten Titer abhängig und 
erfolgte in PBS++. Am Vortag in 6-Well Zellkulturplatten ausgesäte, konfluente MDCK II 
Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen, mit 500 μl der jeweiligen Verdünnungsstufe 
der Virussuspension infiziert und für 30 min bei 37 °C im CO2-Inkubator inkubiert. Dann 
wurde das Inokulum entfernt und die infizierten Zellen mit einem Gemisch aus Plaque-
medium und 3% Oxoid-Agar überschichtet. Die Zusammensetzung des Plaquemediums 
ist hierbei wie folgt:
 
552 ml dH2O
100 ml 10xMEM
10 ml Penicillin/Streptomycin 
28 ml NaHCO3 Lösung
6 ml BSA (35 %)
10 ml 1 % DEAE-Dextran 
10 ml 100x CaCl2/MgCl2 Lösung
0,025 % v/v Trypsin-solo (bei humanen Influenza Virusstämmen)
 
In Abhängigkeit vom jeweiligen Virusstamm erfolgte die Inkubation der Zellen 2-3 Tage. 
Eine bessere Visualisierung der Plaques wurde durch Anfärben der lebenden Zellen mit 
in PBS gelöstem Neutralrot erreicht. Danach erfolgte die Auszählung der Plaques und 
die Bestimmung des Virustiters (Anzahl der Plaques pro Well x Verdünnungsstufe x 2 = 
plaque forming units (PFU) ml-1).
2.2.3 Molekularbiologische Methoden – DNA
2.2.3.1 Transformation von Plasmid-DNA in E.coli
Unter Transformation versteht man die Aufnahme von freier, zirkulärer DNA in Bakteri-
enzellen. 
Für die Transformation wurden pro Ansatz 20 μl kompetente E.coli des Stammes DH5α 
auf Eis aufgetaut und mit 0,5 μg zu transformierender DNA für 30 min auf Eis inkubiert. 
Dieser Ansatz wurde dann auf eine bei 37 °C vorgewärmte LB-Agarplatte (1 % (w/v) 
Pepton, 0,5 % (m/v) Hefeextrakt, 1 % (w/v) NaCl, 100 μg ml-1 Antibiotikum, 1,5 % (w/v) 
Agar) ausplattiert und Ü.N. bei 37 °C inkubiert. Das zugesetzte Antibiotikum richtete sich 
nach dem Selektionsmarker des verwendeten Plasmids.
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2.2.3.2 Isolierung von Plasmid-DNA
Für die Präparation größerer Mengen Plasmid-DNA wurden 250 ml LB-Medium (1 % 
(w/v) Pepton, 0,5 % (m/v) Hefeextrakt, 1 % (w/v) NaCl, supplementiert mit entsprechen-
dem Antibiotikum) mit 0,5 ml einer bewachsenen Tageskultur beimpft und Ü.N. bei 37 °C 
auf dem Bakterienschüttler bei 200 rpm inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Optische 
Dichte (OD600) der bewachsenen Ü.N.-Kultur mittels Photospektrometer bestimmt  und 
die optimale Kulturmenge für die Isolierung der Plasmid-DNA berechnet: optimales Vo-
lumen = 750 (optimale Zellmasse) x OD600-1.
Die Isolierung von Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des GenElute HP Plasmid Maxiprep Kit 
(Sigma-Aldrich, München) nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Dieses Kit ba-
siert auf der von Birnboim und Doly (Birnboim & Doly, 1979) ursprünglich veröffentlichten 
Methode und folgt dem Prinzip der alkalischen Bakterienlyse mit anschließender Lysat-
reinigung über eine Silikamembran. Die Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte 
mittels Spektrophotometrie (Nanodrop, PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen).
2.2.3.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur selektiven Amplifikation von 
DNA-Segmenten (Saiki et al., 1985). Das typische PCR-Programm besteht aus einem 
Denaturierungs-, Annealing- und Elongationsschritt. Die Dauer des Elongationsschrittes 
wurde der erwarteten Produktgröße angepasst. Als DNA-Ausgangsmaterial für die PCR 
wurde cDNA verwendet, die aus zellulärer RNA generiert wurde. Die Sequenzen der 
verwendeten Primer (hGBP-3 -137 fwd und hGBP-3ΔC rev) sind in Tabelle 9 bzw. Ta-
belle 10 dargestellt. Die mit Hilfe der DNA-Polymerase amplifizierten cDNA-Fragmente 
wurden dann als Ausgangsmaterial für die anschließende Sequenzierung verwendet.
 
PCR-Ansatz in 30 μl Endvolumen:
1 μl cDNA Ausgangsmaterial
6 μl Polymerase-Puffer
1 μl reverse Primer [10 μM]
1 μl forward Primer [10 μM]
1 μl dNTPs [10 mM]
1 U Phusion™ DNA Polymerase [2 U μl-1]
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PCR-Programm:
 
(1) Denaturierung   98 °C  1 min 
______________________________________________________ 
(2) Denaturierung   98 °C  10 s 
(3) Annealing    58 °C  20 s 
(4) Elongation    72 °C  40 s
35 Zyklen  
______________________________________________________ 
(5)      72 °C  10 min
2.2.3.4 Quantitative Real-time PCR (qRT-PCR)
Die quantitative Real-time-PCR (qRT-PCR) beruht auf dem Prinzip der herkömmlichen 
Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Neben der Amplifikation von Nukleinsäuren ist darü-
ber hinaus noch eine Quantifizierung der erhaltenen DNA nach jedem Amplifikationszy-
klus möglich. Die Durchführung der qRT-PCR erfolgte unter Verwendung des Brilliant II 
SYBR Green QPCR Master Mixes der Firma Agilent (Waldbronn). SYBR Green ist ein 
Floureszenzfarbstoff der sich an dsDNA anlagert. Durch die Bildung des SYBR Green-
dsDNA-Komplexes steigt die Fluoreszenz während der qRT-PCR messbar an und ist 
hierbei proportional zu der amplifizierten DNA-Menge. Die Zusammensetzung der bei-
den Reaktionsansätze ist wie folgt:
 
cDNA-Reaktionsansatz Primer-Reaktionsansatz
0,5 μl cDNA 0,6 μl Primermix (fwd und rev Primer [je 10 μM] in dH2O)
4,9 μl dH2O 6 μl Brilliant II SYBR Green QPCR Master Mix
 
Das Pipettieren der qRT-PCR-Reaktionsplatte erfolgte in technischer Doppelbestim-
mung von mindestens zwei biologischen Ansätzen. Die qRT-PCR wurde auf dem Roche 
Light Cycler® 480 III (F. Hoffmann-La Roche Ltd., Basel, Schweiz) unter Anwendung des 
folgenden Programms durchgeführt.
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qRT-PCR-Programm:
(1) Denaturierung   10 min 95 °C 
_________________________________________________________
(2) Denaturierung   30 s 95 °C 
(3) Annealing     1 min 60 °C (bzw. 53 °C) 
(4) Elongation    1 min  72 °C
40 Zyklen  
_________________________________________________________
(5) Schmelzkurve   1 min   95 °C 
     30 s  55 °C 
     30 s  95 °C
 
tDie Annealingtemperatur richtete sich nach dem verwendeten Primer und betrug 60 °C 
bzw. 53 °C unter Verwendung von hGBP-spezifischen Primern. Mit Hilfe einer Schmelz-
kurve wurde die Spezifität der Primerbindung kontrolliert. Die Sequenzen aller verwen-
deten Primer sind in Tabelle 10 zusammengefasst. Die Expression der zu untersuchen-
den Gene wurde auf die konstante Expression des sog. „housekeeping gene“ GAPDH 
normiert und mit Hilfe der 2-ΔΔCT-Methode (Livak & Schmittgen, 2001) analysiert.
2.2.3.5 Markierung von Primern mit [γ-32P]-ATP
Zum Nachweis von Nukleinsäuren mittels Primer Extension wurden die verwendeten 
Primer (2.1.8.3) radioaktiv mit [γ-32P]-ATP markiert. In dieser Reaktion katalysierte die T4 
Polynukleotidkinase (PNK) die Übertragung der terminalen Phosphatgruppe des [γ-32P]-
ATPs auf die 5´-OH-Gruppe der Primer. Aufgrund der relativ hohen Strahlungsintensität 
von 1,1 MBq die in diesem Experiment eingesetzt wurde und der damit verbundenen 
sehr hohen Sensitivität, ließen sich auch geringste Mengen von Nukleinsäuren nach-
weisen. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden [γ-32P]-ATP-markierte Primer verwendet, die gegen die 
virale RNA des Polymeraseproteins PB1 (PB1v) von A/Puerto-Rico/8/34 (H1N1) (PR8) 
gerichtet sind sowie ein Primer, der komplementär zur cRNA und mRNA des PB1 Gens 
ist (PB1cm). Zusätzlich wurde ein zur 5S rRNA komplementärer Primer als interne Kon-
trolle verwendet.
 
Reaktionsansatz
5 μl Primer [10 pmol μl-1]
3 μl 10x PNK Puffer 
1,5 μl T4 PNK
3 μl [γ-32P]-ATP
ad 30 μl dH2O
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Der Reaktionsansatz wurde 1 h bei 37 °C im Heizblock inkubiert und anschließend mit 
Hilfe des Illustra™ ProbeQuant™ Kits (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) nach An-
gaben des Herstellers über Sephadexsäulen gereinigt, um nicht eingebaute 32P-Nukle-
otide zu entfernen. Dafür wurden 30 μl Reaktionsansatz zuvor mit 20 μl Säulenpuffer 
versetzt, sodass die Primer-Endkonzentration im Eluat 1 pmol μl-1 betrug. Die radioaktiv 
markierten Primer wurden dann bis zur weiteren Verwendung in Sicherheitsbehältern bei 
-20 °C gelagert.
2.2.3.6 Primer Extension
Die Primer Extension Methode dient im Allgemeinen dem Nachweis von Nukleinsäu-
ren. Sie ermöglicht eine Unterscheidung zwischen viraler Transkription, d.h. mRNA-
Synthese und Replikation, d.h. cRNA- und vRNA-Synthese (Fodor et al., 2002; Fodor & 
Smith, 2004; Gabriel et al., 2007). Dabei wird ein Gemisch aus zu untersuchender RNA 
mit einem kurzen, synthetisch hergestellten, zur untersuchenden RNA komplementären 
und radioaktiv markierten Oligonukleotid hybridisiert. Nach erfolgter Hybridisierung von 
RNA und Primer dient dieser der reversen Transkriptase als Matrize und wird zur cDNA 
verlängert. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Primer sind strangspezifisch für 
die vRNA, cRNA und mRNA des viralen Polymeraseprotein (PB1) Gens von A/Puerto-
Rico/8/34 (H1N1) (PR8). Der Primer zur Detektion von cRNA und mRNA ist hierbei iden-
tisch. Die cDNA-Produkte lassen sich anhand der Modifikation am 5´-Ende der viralen 
mRNA unterscheiden. Diese enthält eine Cap-Struktur und dieser folgend ca. 12 Nukleo-
tide, welche von der zellulären mRNA mit Hilfe des viralen PA-Proteins im Verlauf des vi-
ralen Replikationszyklus abgespalten wurde. Die Länge des cDNA-Produktes der vRNA 
wurde durch den hier verwendeten Primer individuell festgelegt. So entstehen cDNA-
Produkte der verschiedenen RNA-Spezies, die unterschiedliche Längen aufweisen und 
im Anschluss an die reverse Transkription auf einem denaturierenden Polyacrylamidgel 
entlang ihrer Größe aufgetrennt werden können.
Abbildung 7:  Prinzip der Primer Extension. Radioaktiv markierte Oligonukleotide lagern sich an vRNA, 
cRNA und mRNA an und mittels reverser Transkription erfolgt die cDNA-Synthese. Die un-
terschiedlichen Längen der cDNA-Produkte lassen so eine Unterscheidung zwischen viraler 
Transkription und Replikation zu.
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Als interne Kontrolle für die in diesem Experiment eingesetzte RNA-Menge wurde die 
zelluläre 5S rRNA mit einem spezifischen Primern revers transkribiert. Die Sequenzen 
aller verwendeten Primer sind in Tabelle 11 dargestellt. Als RNA-Ausgangsmaterial dien-
te totale RNA aus hGBP-transfizierten und PR8-infizierten Zellen, die mittels TRIzol™ 
Reagent isoliert wurde.
 
Primer/RNA-Reaktionsansatz
0,25 μl PB1 (PR8) vRNA Primer [1 pmol μl-1]
0,5 μl PB1 (PR8) cmRNA Primer [1 pmol μl-1]
0,5 μl 5S rRNA Primer [1 pmol μl-1]
1-2 μg RNA
ad 6 μl dH2O
 
Reaktionsansatz für die reverse Transkription
2 μl 5x Erststrang-Puffer
1 μl DTT [100 mM]
0,5 μl dNTPs [10 mM]
50 U SuperScript™ II Reverse Transcriptase [200 U μl-1]
ad 4 μl dH2O
 
Der Primer/RNA-Reaktionsansatz wurde für 3 min bei 95 °C inkubiert, um die Sekun-
därstrukturen der RNA zu denaturieren, dann für 3 min auf Eis abgekühlt und anschlie-
ßend kurz bei 14.000 rpm zentrifugiert. Danach wurde der Reaktionsansatz für 2 min 
bei 45 °C inkubiert, mit dem ebenfalls bei 45 °C vorgewärmten Reaktionsansatz für die 
reverse Transkription versetzt und dann für 1,5 h bei 45 °C inkubiert. Im Anschluss an 
die Primer Extension wurde der Ansatz für 5 min bei 95 °C erhitzt um das Enzym zu 
denaturieren und danach kurz auf Eis abgekühlt. Der Ansatz wurde dann mit 10 μl 2x 
RNA Loading Dye (Fermentas, St. Leon-Rot) versetzt, 5 min bei 95 °C inkubiert, kurz auf 
Eis gekühlt und abzentrifugiert. Die erhaltenen cDNA-Produkte wurden dann auf einem 
denaturierenden Polyacrylamidgel (6 %, Acrylamid/Bisacrylamid 29:1, 7 M Harnstoff in 
TBE-Puffer) aufgetrennt. Die Visualisierung erfolgte mittels Autoradiographie und die an-
schließende Quantifizierung der Bandenintensität wurde mit Hilfe des Phospho-Imager 
FLA-3000 (Fujifilm, Düsseldorf) durchgeführt.
2.2.3.7 Influenza Minigenom Experiment
Um den Einfluss von hGBP-3ΔC auf die Aktivität der IAV Polymerase zu untersuchen, 
wurde in Anlehnung an frühere Studien (Pleschka et al., 1996) ein Influenza Minige-
nom Experiment durchgeführt. Dazu erfolgte eine Kotransfektion von einem hGBP-3ΔC 
kodierenden Plasmid zusammen mit Plasmiden unter Kontrolle eines Pol II Promotors 
(pCAGGS bzw. pHW2000), die für die Untereinheiten der IAV Polymerase PB1, PB2, 
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PA sowie NP der Influenza Stämme A/WSN/33 (H1N1) bzw. A/FPV/Rostock/34 (H7N1) 
kodieren. Anstelle eines Luciferase Reportergens wurde ein Genkonstrukt kotransfiziert, 
das das genuine virale M Segment unter Kontrolle eines Pol I Promotors bildet (pHH21 
bzw. pPol I) und damit für das Influenza Matrixprotein kodiert. Dieses Plasmid wird von 
der zellulären Pol I transkribiert und es entsteht vRNA, die in mRNA transkribiert werden 
kann. Die Menge an M1 mRNA ist dabei ein direktes Maß für die Aktivität der viralen 
Polymerase.
Für dieses Influenza Minigenom Experiment wurden A549 Zellen in ø 6 cm-Schalen mit 
je 0,5 μg PB1-, PB2- und PA-Plasmid-DNA sowie je 1 μg NP-, M- und hGBP-Plasmid-
DNA für 24-48 h transfiziert. Danach erfolgte die Isolierung totaler RNA mittels RNeasy 
Mini Kit (Qiagen, Hilden) (2.2.4.1), die im Folgenden unter Verwendung von Oligo(dT) 
revers transkribiert wurde (2.2.4.2). Die cDNA-Produkte wurden dann mittels quantitati-
ver Real-time PCR (2.2.3.4) unter Verwendung von M1-spezifischen Primern analysiert.
2.2.4 Molekularbiologische Methoden – RNA
2.2.4.1 Isolierung und Reinigung von RNA
Die Isolierung und Reinigung von RNA wurde mit Hilfe des RNeasy Mini Kits (Qiagen, 
Hilden) nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Das Prinzip beruht auf den selekti-
ven Bindungseigenschaften der Silikagelmembran der in diesem Kit verwendeten Säule. 
Bis zu 100 μg RNA, die mindestens 200 nt lang ist, kann so gewonnen werden.
Die Zelllyse erfolgte mit einem stark denaturierenden Guanidin-Isothiocyanat-Puffer der 
mit 10 μl β-Mercaptoethanol pro ml Puffer versetzt wurde, um RNasen zu inaktivieren 
und eine Isolierung von intakter RNA zu gewährleisten. Das Lysat wurde dann mittels ei-
ner Injektionsnadel (0,9 mm Durchmesser) homogenisiert. Nach Zugabe von 70 %-igem 
Ethanol wurde das Lysat auf die Säule gegeben. Nach dem ersten Waschen der ge-
bundenen RNA erfolgte ein DNase I-Verdau mit Hilfe des RNase-Free DNAase Sets 
(Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers. Nach weiteren Waschschritten wurde 
die RNA mit ca. 30 μl RNase-freiem Wasser eluiert und bis zur weiteren Verwendung bei 
-80 °C gelagert.
Die Isolierung der RNA, die in der Primer Extension als Ausgangsmaterial diente, erfolg-
te mittels TRIzol™ Reagent (Invitrogen, Karlsruhe) nach dem Prinzip der Phenol-Chlo-
roform-Extraktion. Dafür wurden Zellen aus 6-Wells pelletiert, mit 200 μl phenolhaltigem 
TRIzol™ Reagent versetzt, 15 s gut durchmischt und 2 min bei RT inkubiert. Nach der 
Zugabe von 50 μl Chloroform wurde der Ansatz 10 min bei 10.000 rpm und 4 °C zentri-
fugiert, wobei die Auftrennung in eine untere organische Phase, eine weiße DNA-haltige 
Interphase und eine obere, farblose RNA-haltige Phase erfolgt. Die RNA-Fällung erfolg-
te durch Zugabe von 100 μl Isopropanol, Inkubation bei -20 °C Ü.N. und anschließende 
51
Material und Methoden
Zentrifugation für 30 min bei 14.000 rpm und 4 °C. Das RNA-Pellet wurde dann mit 80 % 
Ethanol gewaschen, in 30 μl RNase-freiem Wasser resuspendiert und bis zur weiteren 
Verwendung bei -80 °C gelagert.
Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte mittels Spektrophotometrie (Nanodrop, 
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen).
2.2.4.2 Reverse Transkription der RNA (cDNA-Synthese)
Um die Transkription eines Genes nachweisen zu können, kann die Menge an abgele-
sener mRNA ermittelt werden. Da bei der Amplifikation von DNA mittels PCR spezifische 
DNA-abhängige DNA-Polymerasen verwendet werden, muss daher zunächst mit Hilfe 
einer RNA-abhängigen DNA-Polymerase, der reversen Transkriptase, die zu untersu-
chende RNA in cDNA umgeschrieben werden. Diese cDNA stellt anschließend das Aus-
gangsmaterial für eine Amplifikation spezifischer Sequenzen dar.
Um cDNA von mRNA zu erhalten, wurde totale RNA aus transfizierten bzw. infizierten 
Zellen mit Hilfe des RNeasy Mini Kits (Qiagen, Hilden) gewonnen. Der Reaktionsansatz 
für die reverse Transkription ist wie folgt:
 
RNA-Reaktionsansatz:
1-3 μg RNA 
1 μl Oligo(dT) Primer [0,5 μg μl-1]
ad 12 μl dH2O
 
Mastermix:
10 μl 5x Reaktionspuffer
5 μl dH2O
2,5 μl dNTPs [10 mM]
 
1-3 μg der isolierten RNA wurden in dH2O verdünnt und mit 1 μl Oligo(dT) Primer [0,5 
μg μl-1l] versetzt, welcher aus mehreren Thymin-Basen besteht und komplementär zum 
Poly(A)-Schwanz am 3´-Ende der mRNA ist. Um die RNA zu denaturieren bzw. Sekun-
därstrukturen zu zerstören, wurde der Ansatz zunächst für 5 min bei 70 °C inkubiert. Da-
nach wurden der Ansatz für 1 min auf Eis gekühlt, kurz bei 14.000 rpm zentrifugiert und 
anschließend für 10 min bei 37 °C inkubiert, um das Binden des Primers an die mRNA 
zu gewährleisten. Der Mastermix wurde für 2 min bei 42 °C vorgewärmt und mit 1,25 
μl Revert Aid H- M-MulV [200 U μl-1] versetzt. Je 8 μl des Enzym-Mastermixes wurden 
dann pro RNA-Reaktionsansatz hinzugefügt und 1 h bei 42 °C inkubiert. Anschließend 
folgte eine Inkubation bei 70 °C für 10 min, um die reverse Transkriptase zu inaktivieren. 
Das cDNA-Produkt wurde dann entweder direkt in der qRT-PCR analysiert oder bis zur 
weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.
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2.2.5 Molekularbiologische Methoden – Proteine
2.2.5.1 Herstellung von Proteinextrakten und Bestimmung 
der Proteinkonzentration
Zur Herstellung von Zelllysaten wurden transfizierte bzw. infizierte Zellen zweimal mit 
PBS gewaschen, mit je 200 μl RIPA- oder Brij98-Lysepuffer pro 6-Well versetzt und für 
mindestens 30 min bei 4 °C auf dem Schüttler inkubiert. Die Zelllysate wurden dann in 
Eppendorf Reaktionsgefäße überführt und für 15 min bei 14.000 rpm und 4 °C in einer 
Standard-Tischzentrifuge (Eppendorf 5417R, Hamburg) zentrifugiert um Zelltrümmer zu 
sedimentieren. Die anschließende Bestimmung der Proteinkonzentration im Überstand 
erfolgte nach der Bichinonsäure (BCA)-Methode mit Hilfe des BCA-Protein Assay Kit 
(Pierce, Rockford, USA) nach Angaben des Herstellers. Das Prinzip dieser Methode 
beruht darauf, dass Proteine mit Cu2+-Ionen in alkalischer Lösung einen Komlex bilden 
(Biuret-Reaktion). Durch diese Komplexbildung, insbesondere mit den Seitenketten der 
Aminosäuren Cystein, Tyrosin und Tryptophan, werden die Cu2+-Ionen zu Cu+-Ionen re-
duziert, welche dann wiederum mit BCA einen violetten Farbkomplex bilden. Die Mes-
sung der Absorption des Farbkomplexes erfolgt dann photospektrometrisch gegen einen 
Kalibrierungsstandard (BSA gelöst in verwendetem Lysepuffer) bei einer Wellenlänge 
von 562 nm. Da die Intensität der Farbstoffbildlung von der Temperatur abhängig ist, 
wurde der Ansatz vor der Absorptionsmessung für 30 min bei 37 °C inkubiert. Anschlie-
ßend wurden alle Lysate mit dem entsprechenden Lysepuffer auf die gleiche Konzent-
ration eingestellt, für die anschließende Western Blot Analyse mit 5-fach konzentriertem 
SDS-PAGE Probenpuffer  versetzt und 5 min bei 95 °C denaturiert.
2.2.5.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Bei der diskontinuierlichen Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
(SDS-PAGE) werden Proteine elektrophoretisch nach ihrer Molekularmasse aufgetrennt 
(Racusen & Calvanico, 1964). Hierbei passieren die Proteine zuerst ein Sammelgel, was 
durch dessen relative große Porenweite eine Aufkonzentrierung der Proteine gewährleis-
tet, bevor sie dann in das kleinporige Trenngel wandern. Eine zusätzliche Fokussierung 
der Proteine zu scharfen Banden wird durch einen pH-Shift von pH 6,8 im Sammelgel 
zu pH 8,9 im Trenngel unterstützt. Durch N,N,N´,N´-Tetramethylethylendiamin (TEMED) 
und Amoniumpersulfat (APS) erfolgt die Quervernetzung der Acrylamidmonomere. Je 
nach Acrylamidkonzentration wird so ein mehr oder weniger dichtes dreidimensionales 
Netzwerk im Gel gebildet, wobei nach Anlegung von Spannung kleinere Proteinmoleküle 
schneller wandern als größere Moleküle. Der Acrylamidgehalt des Trenngels richtet sich 
hierbei nach der Molekularmasse des aufzutrennenden Proteingemisches.
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Vor dem Beladen der Gele wurden die Proben mit 5-fach konzentriertem SDS-PAGE 
Probenpuffer versetzt und 5 min bei 95 °C inkubiert, um Sekundär- und Tertiärstruk-
turen der Proteine zu zerstören. Das dem Probenpuffer zugesetzte, reduzierende 
β-Mercaptoethanol bewirkt hierbei eine Spaltung der Disulfidbrücken zwischen Cystein-
resten. Durch die Zugabe des anionischen Tensids SDS entstehen negativ geladene 
SDS-Protein-Komplexe, wodurch die Eigenladung der Proteine überdeckt wird und alle 
Proteine Richtung Anode im elektrischen Feld ihrer Größe nach aufgetrennt werden.
Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte in einer Acrylamid-Gelelektrophoreseappa-
ratur der Firma BioRad (München) bei einer konstanten Spannung von 30-50 mA unter 
Verwendung des einfach konzentrierten SDS-PAGE Laufpuffers (pH 8,4) und des Pro-
teingrößen-Standards PageRuler Prestained Protein Ladder (Fermentas, St. Leon-Rot).
2.2.5.3 Western Blot Analyse und Immundetektion von Proteinen
Für die weitere immunologische Analyse der zuvor in der SDS-PAGE aufgetrennten 
Proteine, erfolgt ein elektrophoretischer Proteintransfer auf eine Nitrozellulosemembran. 
Dabei werden die Proteine auf dem Trägermaterial immobilisiert, wobei die Bindung der 
Moleküle an die Nitrozellulose über hydrophobe Wechselwirkungen und Wasserstoff-
brückenbindungen erfolgt. Beim Western Blot wird ein senkrecht zum Polyacrylamidgel 
gerichtetes elektrisches Feld angelegt, wobei die Proteine von der Kathode zur Anode 
wandern. In allen Experimenten wurde ein Wet-Blot in einer Blotkammer von BioRad 
durchgeführt. Der Aufbau eines Wet-Blots erfolgte nach dem Sandwich-System wie 
folgt: zuerst wurden 4 Whatman-Papiere und eine Nitrozellulosemembran in SDS-PA-
GE Transferpuffer getränkt. Dann wurde die Membran luftblasenfrei auf das Gel ge-
legt, zwischen je 2 Whatman-Papiere platziert, zusätzlich von beiden Seiten von einem 
Schwammpad stabilisiert und in die mit Transferpuffer gefüllte Blot-Kammer eingesetzt. 
Der Proteintransfer erfolgt bei einer Spannung von 400 mA für 50 min. Anschließend 
wurden die freien Bindungsstellen auf der Membran für mindestens 45 min mit 5 % BSA 
in TBS-T blockiert, um später unspezifische Bindungen des Antikörpers zu verhindern.
Der Nachweis von Proteinen erfolgte mittels der indirekten Antikörper-Markierung. Da-
für wurde die Membran mit dem in TBS-T verdünnten Primärantikörper mindestens 2 h 
bei RT oder Ü.N. bei 4 °C auf dem Schüttler inkubiert. Anschließend wurde die Mem-
bran dreimal für 10 min mit TBS-T gewaschen und folglich mit dem entsprechenden 
Sekundärantikörper, der 1:2500 in TBS-T verdünnt wurde und an den Primärantikörper 
bindet, für 1 h bei RT inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten mit TBS-T wurde die 
Membran 1 min mit dem Chemilumineszenz-Substrat ECL inkubiert. Die Visualisierung 
erfolgt hierbei über das Enzym horse radish peroxidase (HRP), welches an den Sekun-
därantikörper gekoppelt ist. HRP katalysiert mit Hilfe von Hydrogenperoxid (H2O2) die 
Umsetzung von Luminol in seine oxidierte Form, dessen Chemilumineszenz detektiert 
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werden kann. Die anschließende autoradiographische Proteindetektion erfolgte mittels 
Lumi Imager Stella 3200 (Raytest, Straubenhardt) und wurde mit Hilfe der Auswertungs-
software AxioVision von Zeiss (Göttingen) analysiert.
2.2.5.4 Koimmunpräzipitation 
Die Immunpräzipitation ist eine geeignete Methode um Protein-Protein-Interaktionen 
nachzuweisen und beruht auf der Ausfällung von Antigen-Antikörper-Komplexen aus 
beispielsweise Zelllysaten. Dazu binden antigenspezifische Antikörper an z.B Agarose-
gekoppeltes bakterielles Protein-A und können nach Zugabe des zu untersuchenden 
Zelllysates als Immunkomplex durch Zentrifugation ausgefällt werden. Im Falle einer 
Protein-Protein-Interaktion wird neben der Ausfällung des Antigen-Antikörper-Komple-
xes auch das Protein, das zusätzlich an das Antigen gebunden hat, koimmunpräzipitiert. 
Der Proteinnachweis erfolgt mittels Western Blot Analyse.
Für die in dieser Arbeit durchgeführte Koimmunpräzipitation wurden transfizierte bzw. 
PR8-infizierte Zellen mittels Brij98-Lysepuffer für 1 h bei 4 °C auf dem Schüttler lysiert. 
Der durch Zentrifugation erhaltene Lysatüberstand wurde dann mit 30 μl Protein-A-Aga-
rose und 7 μl anti-Influenza PB1-F2 Serum Ü.N. bei 4 °C auf einem Rotationsschüttler 
inkubiert. Anschließend wurden die Ansätze für 2 min bei 1.500 rpm und 4 °C zentri-
fugiert und der Lysatüberstand verworfen. Die sedimentierten Antigen-Antikörper-Aga-
rose-Komplexe wurden dann dreimal mit Brij89-Lysepuffer gewaschen, anschließend 
wieder durch Zentrifugation sedimentiert, mit 30 μl 2-fach konzentriertem SDS-PAGE 
Probenpuffer versetzt und für 5 min bei 95 °C denaturiert. Mit Hilfe der Western Blot 
Analyse erfolgte der entsprechende Proteinnachweis.
2.2.5.5 Luciferase Reportergen-Studie
Mit Hilfe von Reportergenen kann die Aktivierung des Promotors eines zu untersuchen-
den Gens quantifiziert werden. Durch Kotransfektion von anderen Genen oder Infektion 
kann so die Wirkung bzw. Beeinflussung von Proteinen auf die Promotoraktivitäten des 
zu untersuchenden Gens analysiert werden. In dieser Arbeit wurden Reportergenkonst-
rukte verwendet, bei denen unterschiedliche Transkriptionsfaktor-Bindestellen des IFN-β 
Enhanceosoms vor ein Reportergen kloniert wurden, das für das Enzym Luciferase aus 
dem Leuchtkäfer Photinus pyralis kodiert. Wird der Promotor des zu untersuchenden 
Gens aktiviert, wird das Luciferase Reportergen transkribiert. Das daraus resultierende 
Enzym Luciferase katalysiert in Gegenwart von ATP und Mg2+ die oxidative Decarboxy-
lierung seines Substrates Luciferin. Die dabei entstehende Lumineszenz ist proportional 
zur Aktivierung des untersuchten Promotors und wurde in dieser Arbeit mit dem MicroLu-
matPlus LB 96V Luminometer (Berthold Technologies, Bad Wildbad) gemessen.
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Je nach Fragestellung des Experimentes wurden Zellen mit dem entsprechenden Re-
portergenkonstrukt und einem weiteren Plasmid für 24 h kotransfiziert oder nach der 
Transfektion mit PR8 infiziert. Anschließend wurden die Zellen zweimal mit PBS gewa-
schen und mit 150 μl Harvesting Lysepuffer pro 12-Well für mindestens 30 min bei 4 °C 
auf dem Schüttler inkubiert. Die lysierten Zellen wurden dann in Eppendorf Reaktions-
gefäße überführt und 10 min bei 10.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Je 50 μl des Lysat-
überstandes wurden dann zusammen mit 50 μl Luciferase Assay Puffer pro Well in eine 
96-Well Platte überführt. Die Zugabe von 50 μl Luciferin Lösung (1 mM Luciferin, 5 mM 
KH2PO4, pH 7,8) pro Well erfolgte direkt vor der Lumineszenzmessung im Luminometer. 
Die gemessene Lumineszenz wurde in relative light units (RLU) angegeben und auf die 
jeweilige Proteinkonzentration des getesteten Lysates normiert, die mittels Bradford Re-
agenz (BioRad, München) nach Angaben des Herstellers ermittelt wurde.
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3 Ergebnisse
3.1 Die IFN-antagonistische Wirkung des Influenza A Virus  
PB1-F2 Proteins
Einer der wichtigsten angeborenen antiviralen Abwehrmechanismen ist das Typ I Inter-
feronsystem. Um eine effektive Virusreplikation zu gewährleisten, haben Viren in ihrer 
evolutionären Entwicklung spezifische Mechanismen und Genprodukte ausgebildet, um 
mit der IFN-Genexpression der infizierten Zelle zu interferieren. Das Influenza NS1 Pro-
tein wirkt dabei als IFN-Antagonist auf unterschiedliche Weise der Typ I IFN-Induktion 
entgegen (Übersicht in Hale et al., 2008).
Mit der Fragestellung, ob auch das Influenza PB1-F2 Protein eine IFN-antagonistische 
Wirkung besitzt, beschäftigt sich der erste Teil dieser Arbeit. 
Um die Rolle des PB1-F2 Proteins auf die IFN-β Promotoraktivität untersuchen zu kön-
nen, wurden MDCK II Zellen mit DNA Konstrukten transfiziert, die ein Reportergen unter 
der Kontrolle des IFN-β Promotors oder einzelne Transkriptionsfaktorbindestellen aus 
diesem Promotor enthielten. Anschließend erfolgte die Infektion mit rekombinanten Influ-
enza A Virusmutanten Die Herstellung dieser Viren basiert auf der von Hoffmann et al., 
(2000) ursprünglich veröffentlichten Methode. Im Gegensatz zum verwendeten rekombi-
nanten PR8 Wildtyp Virus (PR8 wt), ist das PR8 Δ PB1-F2 Virus aufgrund einer Mutation 
im Startkodon defizient für die Expression des PB1-F2 Proteins (Mazur et al., 2008). Als 
interne Positivkontrolle fungierte das NS1-defiziente, rekombinante PR8 Δ NS1 Virus mit 
dem entsprechenden Wildtyp Virus (PR8 NY).
In dieser Arbeit wurden MDCK II Zellen in Suspension mit Promotor-Reportergenkon-
strukten  transfiziert, die entweder alle IFN-β Promotorelemente enthielten (IFN-β En-
hanceosom) oder bei denen die Bindestellen der einzelnen Transkriptionsfaktoren des 
IFN-β Enhanceosoms (AP-1, IRF-3 und NF-κB) vor das Luciferase-Reportergen kloniert 
wurden. 
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Abbildung 8A   Abbildung 8B   Abbildung 8C
Abbildung 8D   Abbildung 8E
Abbildung 8:  Die Infektion mit PB1-F2 defizientem Influenza Virus erhöht die IRF-3 abhängige IFN-β 
Expression. (A – D) MDCK II Zellen in 12-Well Zellkulturplatten wurden mit je 0,5 µg Lucifera-
se Reportergenkonstrukt für die IFN-β (A), IRF 3 (B), AP 1 (C) und NF-κB (D) Promotorele-
mente transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit den angegebenen Viren 
mit einer MOI von 1 für 15 h infiziert. Die Promotor Induktion wurde als n-fache Induktion von 
nicht-infizierten Zellen (mock) bemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte von biologischen 
Triplikaten, die aus einem repräsentativen Experiment von mindestens zwei unabhängig 
durchgeführten Experimenten stammen. Die Fehlerbalken repräsentieren die Standardab-
weichungen (± SD). (E) A549 Zellen wurden mit den rekombinanten PR8 Viren mit einer MOI 
von 5 infiziert. Nach unterschiedlichen Infektionszeitpunkten wurde die gesamte RNA isoliert, 
mit Hilfe von reverser Transkriptase in cDNA transkribiert und mit qRT-PCR die Menge an 
IFN-β Transkripten bestimmt. Die Menge an mRNA von mock-infizierten Zellen wurde dabei 
willkürlich gleich 1 gesetzt. Das dargestellte Experiment ist repräsentativ für drei unabhängig 
durchgeführte Experimente mit je drei biologischen Ansätzen. Die Standardabweichungen 
sind als Fehlerbalken dargestellt (± SD).
MDCK II Zellen, die mit dem Luciferase Reportergen unter Kontrolle des IFN-β Enhan-
ceosoms transfiziert und anschließend mit dem PR8 Δ PB1-F2 Virus infiziert wurden, 
zeigten im Vergleich zu PR8 Wildtyp Virus-infizierten Zellen, eine 3-fach erhöhte Lucifera-
se Aktivität (Abbildung 8A). Obwohl der Effekt des PB1-F2 Proteins auf die Reportergen 
Aktivität Signifikanz zeigt, war er im Gegensatz zur bekannten IFN-β-antagonistischen 
Wirkung von NS1 weniger stark ausgeprägt.
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Bei Verwendung von Reportergenkonstrukten, die selektiv einzelne Promotorelemen-
te des IFN-β Enhanceosoms enthielten, zeigte sich, dass der inhibitorische Effekt von 
PB1-F2 hauptsächlich auf den Transkriptionsfaktor IRF-3 wirkt. Hier konnte im Vergleich 
zu PR8 wt infizierten Zellen eine dreifach erhöhte Promotoraktivierung in Zellen gezeigt 
werden, die mit dem PB1-F2 defizienten Virus infiziert wurden (Abbildung 8B). Im Ge-
gensatz dazu wurde die Aktivität des AP-1 und NF-κB Promotors durch PB1-F2 kaum 
beeinflusst (Abbildung 8C und D).
Um den Einfluss von PB1-F2 auf die IFN-β Expression auch auf mRNA Ebene verifi-
zieren zu können, wurde die gesamte RNA aus PR8 wt bzw. PR8 Δ PB1-F2 infizierten 
A549 Zellen isoliert und revers transkribiert. Unter Verwendung von IFN-β spezifischen 
Primern wurden die erhaltenen cDNA-Produkte mittels qRT-PCR analysiert. In dem un-
tersuchten Infektionszeitraum von 5-7 h nach Infektion konnte in Abwesenheit von PB1-
F2 eine 3-fach erhöhte Menge an IFN-β Transkripten ermittelt werden (Abbildung 8E). Im 
Vergleich zu nicht-infizierten Zellen (mock) zeigte sich in PR8 Δ PB1-F2 infizierten Zellen 
eine 30-fache Induktion der IFN-β Expression, während PR8 Wildtyp Viren die IFN-β 
Expression nur um das 10-fache erhöhten.
Zusammenfassend lässt sich schließen, dass PB1-F2 die IFN-β Expression hauptsäch-
lich über eine Interferenz mit dem Signalweg inhibiert, der zur Aktivierung des Tran-
skriptionsfaktors IRF-3 führt. Dass dies durch Interferenz von PB1-F2 mit dem RIG-I/
MAVS Komplex vermittelt wird, konnte in nachfolgenden Arbeiten unserer Arbeitsgruppe 
gezeigt werden (Dudek et al., eingereicht).
3.2 Identifizierung einer neuen Spleißvariante des humanen 
Guanylat-bindenden Proteins 3 (hGBP-3)
Die genaue biologische Funktion von PB1-F2 in infizierten Zellen ist bis heute nicht 
vollständig aufgeklärt. Neben einer Rolle als Antagonist der zellulären IFN-Antwort nach 
einer Influenza Virusinfektion, konnte in einer früheren Studie unserer Arbeitsgruppe 
zudem eine direkte Protein-Protein-Interaktion zwischen PB1-F2 und der IAV Polyme-
raseuntereinheit PB1 gezeigt werden, die zu einer erhöhten Polymeraseaktivität führte 
(Mazur et al., 2008). Um weitere potentielle Interaktionspartner von PB1-F2 zu identifi-
zieren, wurde vor Beginn dieser Arbeit ein Yeast Two-Hybrid (Y2H) Screen (Legrain & 
Selig, 2000) mit einer humanen Lungen-cDNA-Bibliothek durchgeführt. Dabei konnte 
ein cDNA-Klon identifiziert werden, dessen DNA Sequenz eine hohe Homologie zu der 
in der Genbank bereits veröffentlichten Sequenz des IFN-induzierbaren humanen Gua-
nylat-bindenden Protein 3 (hGBP-3) (Accession number: NM_018284) zeigte.
Im Rahmen dieser Arbeit sollte dieser cDNA-Klon weiter charakterisiert werden. Weitere 
Sequenzanalysen der 1750 bp dieses Klons ergaben dabei eine Sequenz mit einem 
offenen Leserahmen (ORF), der anstelle der für hGBP-3 erwarteten 595 Aminosäuren 
(aa), nur für 554 aa kodierte. Ein detaillierter Sequenzvergleich des isolierten Klons mit 
der bekannten Sequenz von hGBP-3 ergab dann zwei eindeutige Unterschiede. Zum 
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einen fehlte dem neuen cDNA-Klon das letzte Exon (Exon 11) von hGBP-3, zum ande-
ren führte eine alternativen 3´-Spleißstelle im Exon 10 zu einer Insertion von 103 bp der 
Intronregion zwischen Exon 10 und 11 (Abbildung 9A und B).
 
=100bp =500bp
Exon Skalierung: Intron Skalierung: Primer fwd: Primer rev:
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
183
1806 5117 630 267 655 1157 630 1405 251 1094
19022 128 110 197 243 281 213 103 194 129 1047
hgbp-3
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
183 19022 128 110 197 243 200 213 103 248 50
hgbp-3∆c
Abbildung 9A
 
gtatcca.....tgatcacaa..... ...tag
Exon 10 Intron
hgbp-3
hgbp-3∆c
Exon 11
Exon 10
 .....CAG GAA .....TAA....................
Stop
Stop
 .....CAG gtatcca.....tgatcacaa.....aaa...
Abbildung 9B
Abbildung 9:  Genomorganisation von hGBP-3 and hGBP-3ΔC auf dem Chromosom 1. (A) Schema-
tische Darstellung der Genomorganisation von hGBP-3 und der Spleißvariante hGBP-3ΔC. 
Die translatierten Exons sind in schwarz und die 5´ und 3´ untranslatierten Exons in grau dar-
gestellt. Die mRNAs für hGBP-3 und hGBP-3ΔC sind unterschiedlich gespleißte Transkripte, 
die beide auf dem Chromosom 1p22.2. kodiert vorliegen. Für die Darstellung der Länge (bp) 
der Exons und Introns wurden unterschiedliche Maßstäbe verwendet, die der Legende unter-
halb der Abbildung zu entnehmen sind. Die Bindestellen der Primer für die spezifische Am-
plifikation von hGBP-3 und hGBP-3ΔC sind durch schwarze Pfeile markiert. (B) Detaillierte 
Darstellung der Unterschiede zwischen hGBP-3 and hGBP-3ΔC in Exon 10. Die Verwendung 
einer alternativen Spleißstelle des Exons 10 führt zu einer Insertion von 103 bp aus der In-
tronregion zwischen Exon 10 und 11. Im Vergleich zu hGBP-3 besitzt hGBP-3ΔC daher ein 
verlängertes Exon 10, während das Exon 11 vollständig fehlt.
Diese zusätzliche Insertion verlängert die translatierte Region des Exons 10 und resul-
tiert in weitere 18 Aminosäuren. Des Weiteren unterschied sich die neu identifizierte 
Sequenz von der bekannten hGBP-3 Sequenz hinsichtlich der Länge des Exons 7. Hier 
fehlten 81 Nukleotide, wobei diese Deletion jedoch keine Verschiebung des Leserah-
mens zur Folge hatte. Aufgrund der hohen Sequenzhomologie zu hGBP-3 und wegen 
seines verkürzten C-terminalen Endes, wurde der Klon hGBP-3ΔC genannt (Abbildung 
9A und B).
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Um sicherzustellen, dass die verkürzte Variante von hGBP-3 tatsächlich in Zellen exis-
tiert und kein Klonierungsartefakt der verwendeten cDNA Bibliothek darstellt, wurde RNA 
aus IFN-γ−stimulierten A549 Zellen isoliert und unter Verwendung eines Oligo(dT) Pri-
mers revers transkribiert. Das cDNA-Produkt wurde dann in der PCR unter Verwendung 
von hGBP-3 (hGBP-3 -137 fwd  und hGBP-3 rev) bzw. hGBP-ΔC spezifischen Primern 
(hGBP-3 -137 fwd und hGBP-3ΔC rev) amplifiziert. Die Binderegionen dieser Primer 
sind in Abbildung 9A durch schwarze Pfeile markiert. Die Sequenzierung der PCR Pro-
dukte, die in einem unabhängigen Labor durchgeführt wurde, zeigte dass neben einer 
Sequenz die für hGBP-3 kodiert, eine zusätzliche Sequenz amplifiziert werden konnte, 
die zu 100 % identisch zu der Sequenz des isolierten hGBP-3ΔC Klons war.
Zusammengefasst lässt sich daher sagen, dass bei der Suche nach potentiellen Interak-
tionspartnern von PB1-F2 eine neue Spleißvariante des humanen Guanylat-bindenden 
Proteins 3 identifiziert werden konnte. Die vollständige Sequenz von hGBP-3ΔC wurde 
in der Sequenzdatenbank unter der Accession number JF927951 veröffentlicht.
3.3 Protein-Protein-Interaktion zwischen PB1-F2 und hGBP-3 
und hGBP-3ΔC
Um das Ergebnis des Yeast Two-Hybrid (Y2H) Screening-Verfahrens zu bestätigen und 
ein falsch-positives Ergebnis ausschließen zu können, wurde im Rahmen dieser Arbeit 
die Protein-Protein-Interaktion zwischen PB1-F2 und hGBP-3 bzw. hGBP-3ΔC mit Hilfe 
der Koimmunpräzipitation (2.2.5.4) verifiziert. Dazu wurden hGBP-3 und hGBP-3ΔC aus 
dem Hefevektor in den Myc-Tag-markierten eukaryotischen Expressionsvektor pCS2+MT 
kloniert und diese dann zusammen mit einem Expressionsvektor für die Expression des 
Influenza PB1-F2 Proteins (pBC12-PB1-F2) in HEK293 Zellen kotransfiziert.
Da das humane GBP-1 der am besten charakterisierte Vertreter der Guanylat-binden-
den Proteine ist und bereits ein Zusammenhang zwischen GBP-1 und Virusinfektionen 
gezeigt werden konnte (Anderson et al., 1999; Carter et al., 2005), wurde das hGBP-1 
Gen (NM_002053) ebenfalls in den Expressionsvektor pCS2+MT kloniert und in die fol-
genden Untersuchungen mit einbezogen.
Nach 24 h Überexpression erfolgte die Koimmunpräziptation mit dem an Protein-A-Aga-
rose-Beads gekoppelten anti-Influenza PB1-F2 Serum. Der Proteinnachweis erfolgte 
mittels Western Blot Analyse unter Verwendung von spezifischen Antikörpern, die gegen 
das Myc-Tag der hGBP-Konstrukte bzw. gegen PB1-F2 gerichtet waren. Das Ergebnis 
ist in Abbildung 10 zusammengefasst.
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Abbildung 10A
Abbildung 10B
Abbildung 10:   PB1-F2 kopräzipitiert mit hGBP-3 und hGBP-3ΔC. (A) HEK293 Zellen wurden mittels PEI 
mit dem PB1-F2-Plasmid und unterschiedlichen hGBP-Plasmiden kotransfiziert. Die Zellen 
wurden 24 h p.t. lysiert und die Proteine aus den Zelllysaten mit anti-Influenza PB1-F2 
Serum koimmunpräzipitiert (Reihen 1-4). Leervektor- (pCS2+MT ohne Insert) transfizierte 
Zellen (Reihen 1, 5 und 9) sowie Ansätze die mit Protein-A-Agarose-Beads in Abwesenheit 
von Serum inkubiert wurden (Reihen 9-12) fungierten in diesem Experiment als Kontrolle. 
Die „Input“-Ansätze in den Reihen 5-8 stellen die Expressionskontrolle der transfizierten 
Plasmide dar. Hier handelt es sich um die Analyse reiner Proteinlysate, die nicht mit Serum 
oder Agarose-Beads inkubiert wurden. Der Proteinnachweis erfolgte mittels Western Blot 
Analyse unter Verwendung von PB1-F2 bzw. Myc-Tag spezifischen Antikörpern. (B) A549 
Zellen wurden mit den unterschiedlichen hGBP-Plasmiden mittels Lipofectamine™ 2000 
(Invitrogen, Karlsruhe) transifiziert und nach 24 h p.t. mit Lysaten von separat mit PR8-
infizierten (MOI=5, 8 h) A549 Zellen Ü.N. mit anti-Influenza PB1-F2 Serum und Protein-
A-Agarose-Beads inkubiert (Reihen 1-4). Die Koimmunpräzipitate wurden denaturiert und 
mittels Western Blot analysiert.
Es konnte eindeutig eine Kopräzipitation und damit eine Protein-Protein Interaktion 
von PB1-F2 und hGBP-3 (Abbildung 10A, Reihe 2) sowie von PB1-F2 und der hGBP-3 
Spleißvariante (Abbildung 10A, Reihe 3) nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu 
konnte keine Interaktion zwischen PB1-F2 und hGBP-1 festgestellt werden (Abbildung 
10A, Reihe 4). Die Input-Kontrollen der Reihen 5-8 belegen die Expression aller trans-
fizierten Plasmide. Eine unspezifische Bindung der PB1-F2 bzw. Guanylat-bindenden 
Proteine an die Protein-A-Agarose-Beads konnte durch die ohne Serum inkubierten 
Kontrollen in den Reihen 9-12 ausgeschlossen werden.
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Um zu untersuchen, ob die nachgewiesene Interaktion auch mit Virus-assoziiertem PB1-
F2 verifiziert werden kann, wurden A549 Zellen mit unterschiedlichen hGBP Plasmiden 
für 24 h transfiziert und separate Ansätzen von A549 Zellen für 8 h mit PR8 infiziert. Die 
Zelllysate beider Ansätze wurden anschließend vermischt und die Proteine mit dem an 
Protein-A-Agarose-Beads gekoppelten anti-Influenza PB1-F2 Serum koimmunpräzipi-
tiert. Das in Abbildung 10 B dargestellte Ergebnis zeigt einen eindeutigen Nachweis 
einer Interaktion zwischen dem PB1-F2 Protein aus Influenza Virus-infizierten Zellen 
und hGBP-3 (Reihe 2) sowie hGBP-3ΔC (Reihe 3), während keine Protein-Protein-Inter-
aktion mit hGBP-1 (Reihe 4) nachweisbar war.
3.4 Induktion der Genexpression von humanen Guanylat-bindenden  
Proteinen
3.4.1 Die Genexpression von humanen Guanylat-bindenden Proteinen 
nach Stimulation mit Typ I und Typ II Interferonen 
und anderen Zytokinen
Zahlreiche Studien anderer Arbeitsgruppen belegen, dass die GBP Expression durch 
Stimulation mit verschiedenen Zytokinen induziert werden kann (Decker et al., 1991; 
Lubeseder-Martellato et al 2002; Tripal et al., 2007; Schnoor et al., 2009). Dabei war die 
Induktion durch Stimulation mit IFN-γ am effizientesten (Cheng et al., 1983; Boehm et 
al., 1998).
Um festzustellen, ob die Expression der neu identifizierten Spleißvariante hGBP-3ΔC in 
stimulierten humanen Epithelzellen endogen hochreguliert werden kann, wurden A549 
Zellen, H1299 und HeLa Zellen mit unterschiedlichen Interferonen (IFN) oder anderen 
Zytokinen stimuliert und die Expression von hGBP-3ΔC sowie auch von hGBP-3 und 
hGBP-1 mittels qRT-PCR analysiert (Abbildung 11). Die Quantifizierung der GBP Ex-
pression erfolgte mit Hilfe der 2-ΔΔCT-Methode  (Livak & Schmittgen, 2001). Als Negativ-
kontrolle fungierten unstimulierte Zellen (mock).
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Abbildung 11:  Typ I und Typ II IFN-induzierte GBP Genexpression in verschiedenen humanen Epi-
thelzelllinien. A549 Zellen, H1299 oder HeLa Zellen wurden für 5 h mit je 100 U ml-1 IFN-α, 
IFN-β, IFN-γ, IL-1β bzw. 30 ng ml-1 TNF-α stimuliert oder unstimuliert belassen (mock). Nach 
reverser Transkription der isolierten Gesamt-RNA wurde die cDNA als Ausgangsmaterial für 
die qRT-PCR verwendet, um die mRNA Mengen von hGBP-1 (schwarze Balken), hGBP-3 
(dunkelgraue Balken) und hGBP-3ΔC (hellgraue Balken) zu ermitteln. Dafür wurden gleiche 
mRNA Mengen auf die Transkriptmenge des Referenzgens GAPDH normiert. Es ist die 
n-fache Induktion der GBP Expression im Vergleich zu unbehandelten Zellen (mock=1) dar-
gestellt. Veranschaulicht sind Mittelwerte und die dazugehörigen Standardabweichungen (± 
SD) eines Experimentes, das repräsentativ für drei unabhängig durchgeführte Experimente 
ist.
Das Ergebnis zeigt eine signifikante Induktion aller drei untersuchten hGBP, inklusive 
der Spleißvariante hGBP-3ΔC. Eine Hochregulation der GBP Genexpression konnte in 
allen Ansätzen festgestellt werden, wobei diese in Abhängigkeit von der verwendeten 
Zelllinie und des verwendeten Stimulus leicht variierte. Während die Menge an hGBP-1 
Transkripten in vielen Ansätzen am höchsten war, zeigten hGBP-3 und hGBP-3ΔC in 
nahezu allen Ansätzen vergleichbar hohe Expressionslevel. Zudem konnte die GBP Ex-
pression durch Stimulation mit IFN-γ am effektivsten induziert werden.
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3.4.2 Einfluss von Influenza A Virusinfektionen auf die Genexpression 
von humanen Guanylat-bindenden Proteinen
Um herauszufinden, ob die GBP Expression neben der direkten Stimulation mit Zyto-
kinen auch durch die Infektion mit Influenza A Viren reguliert werden kann, wurden hu-
mane A549 Lungenepithelzellen mit einer MOI von 0,1 mit A/Puerto-Rico/8/34 (H1N1) 
(PR8) infiziert. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Infektion erfolgte die Zelllyse, 
die RNA Isolierung und reverse Transkription der RNA. Die Analyse der GBP Expression 
wurde mittels qRT-PCR unter Verwendung von hGBP spezifischen Primern durchge-
führt.
 
 Abbildung 12A     Abbildung 12B
Abbildung 12:  A/Puerto-Rico/8/34 (H1N1) (PR8) induzierte hGBP Expression. (A) A549 Zellen wurden 
mit PR8 infiziert (MOI=0,1). Nach unterschiedlicher Infektionsdauer erfolgte die Isolierung 
gesamter RNA und Generierung der cDNA mittels Oligo(dT) Primer. Die Induktion von 
hGBP-1, hGBP-3 und hGBP-3ΔC mRNAs wurde mit Hilfe der qRT-PCR Methode bestimmt. 
Dafür wurden gleiche mRNA Mengen auf die Transkriptmenge des Referenzgens GAPDH 
normiert. Es ist die n-fache Induktion der GBP Expression im Vergleich zu nicht-infizierten 
Zellen (mock=1) dargestellt. (B) Hier erfolgte die Analyse der GBP Expression in An- und 
Abwesenheit von PB1-F2. A549 Zellen wurden hierfür mit dem PR8 Wildtyp Virus oder PR8 
Δ PB1-F2 Virus über einen Zeitraum von 24 h infiziert und die Menge an hGBP Transkripten 
mittels qRT-PCR quantifiziert. Die in A und B dargestellten Werte sind Mittelwerte und die 
dazugehörigen Standardabweichungen (± SD) eines Experimentes, das repräsentativ für 
mindestens zwei unabhängig durchgeführte Experimente ist.
Wie die Infektionskinetik in Abbildung 12A zeigt, war die Genexpression aller untersuch-
ten humanen GBP Subtypen bereits 8 h nach der Infektion deutlich hochreguliert. Dabei 
wurde eine konstante Steigerung der Induktion innerhalb des untersuchten Zeitraumes 
beobachtet, die ihr Maximum 16 h nach Infektion erreichte. Im Vergleich zu uninfizierten 
Zellen (mock) zeigte das humane GBP-1 mit einer 160-fachen Induktion den höchsten 
Anstieg der Expression. Die transkriptionelle Aktivierung von hGBP-3 und hGBP-3ΔC 
war hingegen mit einer 17-fachen Steigerung zwar signifikant, jedoch vergleichsweise 
nur gering erhöht.
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Ob darüber hinaus PB1-F2 als IFN-Antagonist eine Rolle in der virusinduzierten GBP 
Expression spielt, wurde durch Infektion mit dem rekombinanten PR8 System ermittelt. 
Dafür wurden A549 Zellen für unterschiedliche Zeiträume mit dem PR8 Wildtyp Virus 
bzw. mit dem PB1-F2 defizienten PR8 Δ PB1-F2 Virus infiziert (Abbildung 12B). Die 
vergleichende Infektionsstudie zeigte, dass die Expression aller untersuchten GBP 24 
h nach der Infektion in Abwesenheit von PB1-F2 höher war, als nach Infektion mit dem 
rekombinanten Wildtyp Virus. Dabei war die Menge an hGBP-1 Transkripten dreifach 
höher und die von hGBP-3 und hGBP-3ΔC um das 1,5- bis 2-fache erhöht. Die vermin-
derte hGBP Induktion nach Infektion mit dem Wildtyp Virus ist dabei vermutlich auf die 
reduzierte IFN-Expression dieser Zellen zurückzuführen.
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Expression von hGBP-1, hGBP-3 und 
hGBP-3ΔC durch Stimulation mit unterschiedlichen Zytokinen deutlich induzierbar ist. 
Interessanterweise hat die Infektion mit Influenza Viren ebenfalls eine starke Induktion 
der GBP zur Folge, was wahrscheinlich auf die virusinduzierte Expression von Zytokinen 
wie beispielsweise Typ I Interferonen oder TNF-α zurückzuführen ist, die in einer auto- 
und parakrinen Weise wirken.
3.5 Die antivirale Wirkung von hGBP-3ΔC 
Neben einer Beteiligung an der Immunabwehr gegen einige Bakterien und Parasiten, 
belegen Befunde anderer Arbeitsgruppen auch eine antivirale Aktivität des humanen 
GBP-1 und murinen GBP-2 gegen die einzelsträngigen RNA Viren VSV und EMCV (An-
derson et al., 1999; Carter et al., 2005). Die hohe Sequenzhomologie zwischen Mitglie-
dern der GBP Familie, die unter den humanen Vertretern zwischen hGBP-1 und hGBP-3 
am höchsten ist (Praefcke & McMahon, 2004; Olszewski et al., 2006; Tripal et al., 2007), 
könnte auch auf überlappende Funktionen dieser Proteine hinweisen. Daher wurde im 
Folgenden untersucht, ob die neu identifizierte Spleißvariante hGBP-3ΔC sowie die   Ho-
mologen hGBP-3 und hGBP-1 eine antivirale Funktion in Lungenepithelzellen haben, 
welche die Zielzellen einer Influenzainfektion darstellen.
3.5.1 Überexpression von hGBP-3ΔC reduziert die Virustiter  
in humanen Lungenepithelzellen nach Infektion mit VSV 
und unterschiedlichen IAV Subtypen
Um diese Hypothese zu untersuchen, wurden hGBP transient in A549 Zellen überex-
primiert und anschließend mit VSV oder unterschiedlichen Influenza Subtypen infiziert. 
24 h nach der Infektion wurde die Menge der neusynthetisierten Viren in den Infektions-
überständen der infizierten Zellen mittels Plaquetest bestimmt. Die Auswirkungen der 
GBP Überexpression auf die Virusreplikation sind in nachfolgender Abbildung (Abbil-
dung 13) dargestellt.
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Abbildung 13A      Abbildung 13B
Abbildung 13:  Der Einfluss von hGBP-3ΔC auf die Virusvermehrung von VSV und unterschiedlichen 
IAV Subtypen in A549 Zellen. A549 Zellen wurden transient mit unterschiedlichen hGBP 
transfiziert und 24 h p.t. mit VSV-Indiana oder den Influenza A Virusstämmen A/Puerto-
Rico/8/34 (H1N1) (PR8), A/FPV/Bratislava/79 (H7N7) (FPV), A/Thailand/1(KAN-1)/2004 
(H5N1) mit 0,01 MOI infiziert. Nach 24 h (A) oder angegebenden Zeitpunkten (B) wurden die 
Infektionsüberstände gesammelt und die infektiösen Viruspartikel pro ml [PFU ml-1] mittels 
Plaquetest bestimmt. Die dargestellten Ergebnisse repräsentieren die Mittelwerte und dazu-
gehörigen Standardabweichungen (± SD) von biologischen Duplikaten aus einzelnen Expe-
rimenten und repräsentieren die Ergebnisse von zwei oder mehrfach unabhängig durchge-
führten Experimenten. Die Sternchen geben dabei die statistisch signifikanten Unterschiede 
zu Leervektor-transfizierten Zellen an (*, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001).
In hGBP-3ΔC-transfizierten und VSV- (Indiana Stamm) infizierten Zellen konnte im 
Vergleich zu infizierten Zellen, die zuvor mit dem Leervektor transfiziert wurden, eine 
Reduktion des Virustiters von einer log10-Stufe beobachtet werden. Interessanterwei-
se war die Reduktion des Virustiters in hGBP-3-transfizierten Ansätzen weniger stark 
ausgeprägt. Die Überexpression von hGBP-1 hatte hingegen keine Auswirkung auf die 
Virusreplikation (Abbildung 13, obere Graphik). In weiteren Experimenten, in denen die 
Effekte der drei hGBP auf die Replikation verschiedener Influenza Virusstämme vergli-
chen wurden, konnte eine antivirale Aktivität von hGBP-3ΔC auch auf diese Virusfamilie 
bestätigt werden. Die Überexpression aller untersuchten hGBP führte hierbei zu einer si-
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gnifikanten Reduktion der Virustiter. Dieser antivirale Effekt war hierbei von dem verwen-
deten Influenzastamm unabhängig. Die Überexpression der hGBP Proteine inhibierte 
die Vermehrung des humanen H1N1 Influenzastammes A/Puerto-Rico/8/34 (PR8), des 
aviären A/FPV/Bratislava/79 (FPV) Virus vom Subtyp H7N7 sowie des hochpathogenen 
aviären Influenza Virus A/Thailand/1(KAN-1)/2004 vom Subtyp H5N1. Besonders er-
wähnenswert ist hier, dass die Überexpression der Spleißvariante hGBP-3ΔC die Anzahl 
an neusynthetisierten Viren am effizientesten verringerte. Während die überexprimierten 
hGBP-1 oder hGBP-3 Proteine die Virustiter um das 5- bis 10-fache reduzierten, wur-
de, verglichen mit Leervektor-transfizierten Zellen, nach Überexpression von hGBP-3ΔC 
eine Virustiter Reduktion um das 10- bis 100-fache beobachtet.
Um die antivirale Aktivität von hGBP-3ΔC nochmals zu bestätigen und herauszufinden, 
ob diese nicht nur zu einer Verschiebung der Infektionskinetik führt, sondern einen län-
geren Infektionszeitraum konstant ist, wurde die Anzahl an infektiösen Viruspartikeln im 
Überstand von A549 Zellen bestimmt, die entweder mit dem Leervektor oder dem hGBP-
3ΔC kodierenden Plasmid transfiziert und anschließend unterschiedlich lange mit PR8 
infiziert wurden (Abbildung 13B). Erwartungsgemäß replizierte das Virus in Leervektor-
transfizierten Zellen optimal und erreichte sein Maximum 24 h nach Infektion. Im Gegen-
satz hierzu, war die Vermehrung von PR8 zu diesem Zeitpunkt um das 1000-fache re-
duziert in Zellen, die zuvor mit dem hGBP-3ΔC kodierenden Plasmid transfiziert worden 
waren. Die Infektionskinetik zeigte dabei deutlich, dass bereits 8 h nach der Infektion die 
Virusreplikation durch hGBP-3ΔC inhibiert war.
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Spleißvariante hGBP-3ΔC eine starke 
antivirale Wirkung gegen VSV und eine Vielzahl von IAV Subtypen in humanen A549 
Lungenepithelzellen aufweist.
3.5.2 Die hGBP-3ΔC-vermittelte Reduktion des Virustiters  
ist unabhängig von PB1-F2
Um die Rolle von PB1-F2 in diesem Kontext zu evaluieren und um zu klären, ob die 
Interaktion zwischen PB1-F2 und hGBP-3 bzw. hGBP-3ΔC die antivirale Wirkung der 
GTPasen beeinflusst, erfolgte die Infektion in diesem Experiment mit dem in 3.1. bereits 
beschriebenen rekombinanten PR8 Virus bzw. der PB1-F2-defizienten Mutante.
Dafür wurden A549 Zellen mit hGBP bzw. dem dazugehörigen Leervektor für 24 h trans-
fiziert und anschließend für 24 h mit dem PR8 Wildtyp Virus bzw. mit dem PB1-F2 defizi-
enten PR8 Δ PB1-F2 Virus infiziert. Die Anzahl an infektiösen Nachkommenviren in den 
Infektionsüberständen der Zellen wurde mit Hilfe des Plaquetests bestimmt (Abbildung 
14).
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Abbildung 14:  Die antivirale Wirkung von hGBP-3ΔC ist unabhängig von PB1-F2. hGBP-3 bzw. hGBP-
3ΔC kodierende Plasmide und entsprechender Leervektor wurden 24 h in A549 Zellen über-
exprimiert und anschließend mit PR8 wt bzw. PR8 Δ PB1-F2 für weitere 24 h mit einer MOI 
von 0,1 infiziert. Die infektiösen Viruspartikel pro ml [PFU ml-1] Infektionsüberstand wurden 
mittels Plaquetest bestimmt. Die dargestellten Ergebnisse repräsentieren die Mittelwerte 
mit Standardabweichungen (± SD) von biologischen Duplikaten aus einem beispielhaften 
Experiment, dass repräsentativ für die Ergebnisse von drei unabhängig durchgeführten Ex-
perimenten ist.
Die vergleichende Infektionsstudie zeigte, dass die Überexpression von hGBP-3ΔC un-
abhängig von PB1-F2 zu einer Reduktion des Virustiters führt. Allerdings ist die Virusti-
terreduktion nach 24 h unter Verwendung des rekombinanten PR8 Systems insgesamt 
gering und beträgt nur eine log10-Stufe, während sich der antivirale Effekt von hGBP-3 
sogar vollständig aufhebt.
3.5.3 siRNA-vermittelter Knockdown der hGBP-3 und hGBP-3ΔC 
Expression führt zu erhöhter Virusvermehrung 
Um zu untersuchen, ob die beobachteten antiviralen Effekte der überexprimierten hGBP-
3 Varianten durch siRNA-vermittelten Knockdown dieser Gene umkehrbar sind, wurde 
die Expression der hGBP-3 Gene in A549 Zellen mittels spezifischer siRNA (Santa Cruz 
Biotechnology, Heidelberg) herunterreguliert. 
Dafür wurden Zellen mit der spezifischen hGBP-3 siRNA mittels Lipofectamine™ 2000 
für 24 h transfiziert. Die verwendete negativ-Kontroll-siRNA (scrambled) enthielt hinge-
gen eine unspezifische Sequenz, die die Expression keiner bekannten zellulären mRNA 
beeinflusste. Um zunächst die Effizienz des hGBP-Knockdowns zu überprüfen, wurden 
A549 Zellen nach der siRNA Transfektion für 5 h mit IFN-γ stimuliert. Unter Verwendung 
von hGBP-3 und hGBP-3ΔC spezifischen Primern wurde dann mittels qRT-PCR die 
Menge an hGBP Transkripten ermittelt.
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Für beide hGBP-3 Varianten konnte ein effizienter Knockdown beobachtet werden (Ab-
bildung 15A). Dabei war der Knockdown mit einer Herunterregulation von 85 % effizien-
ter bei hGBP-3 im Vergleich zur hGBP-3ΔC Spleißvariante. Im Vergleich zu Zellen, die 
mit der Kontroll-siRNA transfiziert wurden, betrug die Reduktion der hGBP-3ΔC Expres-
sion nur 32 %.
 
Abbildung 15A      Abbildung 15B  
Abbildung 15:  siRNA-vermittelter Knockdown der hGBP-3 und hGBP-3ΔC Expression steigert die 
Influenza Virusreplikation. A549 Zellen wurden mit 50 pmol hGBP-3 siRNA bzw. Kontroll-
siRNA mittels Lipofectamine™ 2000 für 24 h transfiziert und anschließend entweder 5 h mit 
100 U ml-1 IFN-γ stimuliert (A) oder für 24 h mit PR8 (MOI=0,1) infiziert (B). (A) Gesamt-
RNA aus siRNA-transfizierten und IFN-γ-stimulierten Zellen wurde mittels Oligo(dT) Primer 
revers transkribiert und die Effizienz des Knockdowns von hGBP-3 and hGBP-3ΔC mittels 
qRT-PCR analysiert. Gleiche Mengen mRNA wurden auf die Menge von GAPDH mRNA 
normiert und ausgehend von Kontroll-siRNA behandelten Zellen (=1) als n-fache Induktion 
der hGBP Expression dargestellt. Die dargestellten Mittelwerte und dazugehörigen Stan-
dardabweichungen (± SD) wurden aus biologischen Triplikaten ermittelt. (B) Die infektiösen 
Viruspartikel im Infektionsüberstand (% PFU ml-1) von siRNA-transfizierten A549 Zellen wur-
den mittels Plaquetest bestimmt. Die dargestellten Ergebnisse repräsentieren Mittelwerte 
und Standardabweichungen (± SD) von biologischen Duplikaten eines Experimentes, das 
repräsentativ für Ergebnisse aus zwei unabhängigen Experimenten ist. Die statistische Si-
gnifikanz der Unterschiede zu Kontroll-siRNA-transfizierten Zellen ist mit Sternen markiert 
(***, p<0,001).
Um den Einfluss auf die Virusreplikation zu ermitteln, wurden siRNA-transfizierte Zellen 
für 24 h mit PR8 (MOI=0,1) infiziert und die Virustiter mittels Plaquetest bestimmt. Ob-
wohl PR8 Viren gut an die Zellkultur adaptiert sind und in A549 Zellen mit einer optimalen 
Effizienz replizieren können, führte der siRNA-vermittelte Knockdown von hGBP-3 Pro-
teinen noch zu einer 10-fachen Steigerung der Virustiter im Vergleich zu den Zellen, die 
zuvor mit der unspezifischen Kontroll-siRNA behandelt worden waren (Abbildung 15B).
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass der Knockdown von endogenem hGBP-3 zu 
verbesserter Virusvermehrung in A549 Zellen führt, während eine Überexpression von 
hGBP die Virusreplikation deutlich inhibiert. Diese Beobachtungen unterstreichen die 
Bedeutung dieser GTPasen in der antiviralen Antwort von infizierten Zellen.
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3.5.4 Die Überexpression von hGBP-3 und hGBP-3ΔC 
hat keinen Einfluss auf die IFN-β Induktion
Guanylat-bindende Proteine sind IFN-induzierbare Proteine. Ob sie ihrerseits auch die 
IFN-Induktion stimulieren können, ist bisher nicht bekannt. Um auszuschließen, dass die 
beobachteten antiviralen Effekte auf eine Hochregulation der IFN-β Expression durch 
die Transfektion von hGBP kodierenden Plasmiden bzw. deren Genprodukte zurückzu-
führen sind, wurde die transkriptionelle Aktiviät des IFN-β Promotors sowie die Menge 
an IFN-β Transkripten in PR8-infizierten vergleichend zu nicht-infizierten Zellen ermit-
telt, die zuvor mit hGBP-3 oder hGBP-3ΔC transfiziert wurden. Zur Untersuchung des 
Einflusses von hGBP auf die IFN-β Promotoraktivität wurden A549 Zellen mit hGBP 
und einem Luciferase Reportergenkonstrukt unter Kontrolle des IFN-β Enhanceosoms 
kotransfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen für 4 h mit PR8 (MOI=5) infi-
ziert bzw. nicht infiziert belassen (mock). Zu beobachten war eine 3- bis 4-fache Steige-
rung der Luciferase Menge in PR8-infizierten Zellen im Vergleich zu uninfizierten Zellen 
(Abbildung 16A). Diese Steigerung der Promotoraktivität war jedoch unabhängig vom 
transfizierten hGBP Plasmid. Es konnten keine signifikanten Unterschiede in der Pro-
motoraktivierung zwischen hGBP-3-, hGBP-3ΔC- oder Leervektor-transfizierten Zellen 
festgestellt werden.
 
Abbildung 16A    Abbildung 16B
Abbildung 16:  Die IFN-β Induktion ist unabhängig von der Überexpression von hGBP. (A) A549 Zel-
len wurden mit GBP Konstrukten und einem IFN-β Promotor enthaltenen Luciferase Re-
portergenkonstrukt für 24 h transfiziert und anschließend für 4 h mit PR8 infiziert (MOI=5) 
(dargestellt als schwarze Balken) oder nicht infiziert belassen (dargestellt als graue Balken). 
Nach der Zelllyse erfolgte die Lumineszenzmessung im Luminometer. Die gemessene Lu-
mineszenz wurde in relative light units (RLU) angegeben und auf die jeweilige Proteinkon-
zentration des getesteten Lysates normiert. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabwei-
chungen (± SD) von biologischen Triplikaten aus einem Experiment, das repräsentativ für 
zwei unabhängig durchgeführte Experimente ist. (B) A549 Zellen wurden transient mit dem 
Leervektor (pCS2+MT) bzw. hGBP transfiziert und 24 h p.t. für 5 h mit PR8 (MOI=5) infiziert 
bzw. nicht infiziert. Die gesamte RNA dieser Zellen wurde isoliert, mittels Oligo(dT) Primer 
revers transkribiert und die erhaltene cDNA unter Verwendung von IFN-β spezifischen Pri-
mern in der qRT-PCR analysiert. Dargestellt sind die mittleren IFN-β mRNA Mengen relativ 
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zu der IFN-β Transkriptmenge Leervektor-transfizierter und uninfizierter Zellen, die willkür-
lich gleich 1 gesetzt wurde. Die Fehlerbalken repräsentieren die Standardabweichungen 
(± SD) von biologischen Duplikaten. Das dargestellte Ergebnis ist repräsentativ für zwei 
unabhängig durchgeführte Experimente.
Dieses Ergebnis konnte auch auf der Ebene der endogenen IFN-β Expression mit Hilfe 
der quantitativen Real-time PCR bestätigt werden (Abbildung 16B). Dafür wurde die 
gesamte RNA aus Leervektor- bzw. hGBP-transfizierten und PR8-infizierten bzw. unin-
fizierten A549 Zellen isoliert, revers transkribiert und anschließend die Menge an IFN-β 
mRNA ermittelt. Während PR8-infizierte Zellen im Vergleich zu uninfizierten Zellen er-
wartungsgemäß eine verstärkte IFN-β mRNA Expression aufwiesen, waren keine signi-
fikanten Unterschiede in der IFN-β Induktion innerhalb der Ansätze zu beobachten, die 
zuvor mit dem Leervektor oder hGBP kodierenden Plasmiden transfiziert wurden.
3.5.5 Inhibition der viralen Transkription und Proteinbiosynthese 
nach Überexpression von hGBP-3ΔC
Eine Beteiligung von großen GTPasen und insbesondere von Guanylat-bindenden Pro-
teinen an immunologischen Abwehrprozessen wurde bereits durch zahlreiche Studien 
belegt. Jedoch ist der Mechanismus, welcher der antiviralen Aktivität von GBP zugrunde 
liegt, bisher völlig unbekannt. Die folgende Fragestellung war daher, ob die inhibierte 
Virusreplikation nach der Überexpression von hGBP auf eine Reduktion von neu syn-
thetisierten viralen Proteinen während des Influenza Virus Vermehrungszyklus zurück-
zuführen ist. 
Um dies zu untersuchen, wurden A549 Zellen transient mit hGBP-1, hGBP-3, hGBP-
3ΔC oder dem entsprechenden Leervektor transfiziert und die virale Proteinsynthese 
nach anschließender Infektion mit PR8 mittels der Western Blot Methode analysiert (Ab-
bildung 17).
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Abbildung 17:  Überexpression von hGBP-3ΔC führt zu einer signifikanten Reduktion der viralen Pro-
teinsynthese. A549 Zellen in 6-Well Zellkulturplatten wurden mit je 2 μg unterschiedlicher 
hGBP Plasmid-DNA bzw. dem Leervektor (pCS2+MT) für 24 h transfiziert und anschließend 
mit PR8 (MOI=5) infiziert. Nach unterschiedlichen Zeitpunkten p.i. wurden die Zellen mittels 
RIPA Lysepuffer lysiert. 30 μg der jeweiligen denaturierten Proteinlysate wurden dann mittels 
SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und unter Verwendung von Influenza spezifischen 
Antikörpern mittels Western Blots analysiert. Der spezifische Nachweis des PB1-F2 Proteins 
wurde unter Verwendung eines in unserer Arbeitsgruppe hergestellten Antikörpers durchge-
führt (Nordmann et al., 2010). Die Expressionskontrolle der Myc-markierten hGBP Plasmide 
erfolgte mittels Myc-spezifischem Antikörper. Die Expressionskontrolle der Myc-markierten 
hGBP Plasmide erfolgte mittels Myc-spezifischem Antikörper. Eine gleichmäßige Beladung 
der Polyacrylamidgele wurde mit Hilfe von Antikörpern gegen konstitutiv exprimiertes ERK2 
belegt. Die ERK2 Ladekontrolle ist dabei repräsentativ für alle dargestellten Western Blots.
In Übereinstimmung mit den Ergebnissen der Plaquetest Experimente (3.5.1), in denen 
die Überexpression von hGBP-1 den geringsten Einfluss auf die Virusreplikation hatte, 
war eine Beeinflussung der viralen Proteinsynthese im Vergleich zu Leervektor Kont-
rollansätzen nicht zu beobachten. Während nach Überexpression der hGBP-3 GTPase 
nur eine geringfügig reduzierte Synthese von M1 und PB2 Proteinen festgestellt werden 
konnte, resultierte im deutlichen Gegensatz dazu die Überexpression der Spleißvariante 
hGBP-3ΔC in einer starken Reduktion der Synthese aller untersuchten viralen Proteine. 
Dieses hohe antivirale Potential von hGBP-3ΔC wurde zusätzlich durch die beobach-
teten Expressionslevel der transfizierten hGBP Plasmide untermauert. Im Vergleich zu 
hGBP-3 und insbesondere hGBP-1 war das Expressionslevel von hGBP-3ΔC deutlich 
geringer und unterstreicht daher die erhaltenen Daten zur Untersuchung der Virusrepli-
kation. 
Um zu untersuchen, ob die verminderte Virusvermehrung in hGBP-3ΔC überexprimie-
renden Zellen auf eine Inhibierung der viralen Transkription zurückzuführen ist, wurden 
die M1 und PB1 Transkripte in hGBP-transfizierten und PR8-infizierten A549 Zellen mit-
tels qRT-PCR quantifiziert. Hier konnte gezeigt werden, dass die M1 und PB1 Tran-
skription im Gegensatz zu der in Leervektor Kontrollansätzen und hGBP-3-transfizierten 
Zellen signifikant reduziert war (Abbildung 18).
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Abbildung 18:  Überexpression von hGBP-3ΔC reduziert die 
virale Transkription. Um die Menge an M1 und 
PB1 Transkripten zu bestimmen, wurde RNA aus 
hGBP (Reihen 3 und 4) bzw. Leervektor-trans-
fizierten (Reihen 1 und 2) und PR8-infizierten 
(MOI=5, 8h) (Reihen 2-4) A549 Zellen isoliert und 
mittel Oligo(dT) Primer revers transkribiert. Die 
Analyse der cDNA Produkte erfolgte mit Hilfe der 
qRT-PCR unter Verwendung von M1 und PB1 spe-
zifischen Primern. Dargestellt ist die n-fache Ex-
pression der M1 bzw. PB1 mRNA im Vergleich zu 
Leervektor-transfizierten Zellen, die nur 15 min mit 
PR8 infiziert wurden (Reihe 1) (=1). Dabei wurden 
gleiche mRNA Mengen auf die Transkriptmenge 
des Referenzgens GAPDH normiert. Dargestellt 
sind Mittelwerte und entsprechende Standardab-
weichungen (± SD) von biologischen Duplikaten 
eines einzelnen Experimentes, das repräsentativ 
für mindestens drei unabhängig durchgeführte Ex-
perimente ist.
 
Diese reduzierte Menge viraler Transkripte in hGBP-3ΔC-transfizierten Zellen korrreliert 
sehr gut mit der in Abbildung 17 dargestellten verringerten Proteinakkumulation. Daraus 
lässt sich folgern, dass die Influenza Virusvermehrung in hGBP-3ΔC überexprimieren-
den Zellen bereits auf transkriptioneller Ebene signifikant inhibiert ist.
3.5.6 hGBP-3ΔC Expression führt zu reduzierter Synthese 
von viraler RNA
In der viralen Transkription dient die virale genomische RNA (vRNA) als Matrize für die 
Synthese von mRNA. In der Replikation wird hingegen ein vollständiger Gegenstrang 
zur vRNA synthetisiert (cRNA). Die cRNA ist ein Intermediat der Replikation und dient als 
Matrize für die Synthese neuer vRNA-Segmente. Der Prozess der Replikation umfasst 
somit die Synthese von cRNA und vRNA.
Um einen weiteren Einblick in den möglichen molekularen Mechanismus der hGBP-
3ΔC-vermittelten Inhibition der viralen Transkription und Replikation zu bekommen und 
diejenige virale RNA Spezies zu identifizieren, deren Synthese durch hGBP-3ΔC beein-
flusst wird, wurden sogenannnte Primer Extension Experimente (2.2.3.6) durchgeführt. 
Mit Hilfe der Primer Extension lassen sich alle RNA Spezies nachweisen, die von einem 
individuellen Gensegment während der Influenza Virusvermehrung produziert werden. 
In den in dieser Arbeit durchgeführten Experimenten wurden die Mengen an viraler PB1 
vRNA, cRNA und mRNA in hGBP überexprimierenden und PR8-infizierten Zellen analy-
siert. Dabei dienten gleiche Mengen isolierter Gesamt-RNA als Matrize für die zuvor ra-
dioaktiv markierten PB1-spezifischen Primer, die mit Hilfe einer reversen Transkriptase 
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verlängert wurden. Die erhaltenen radioaktiv markierten cDNA-Produkte wurden dann 
ihrer Länge nach in einem denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt. Als Ladekon-
trolle der eingesetzten RNA Menge wurde die zelluläre 5S rRNA mittels spezifischer 
Primer revers transkribiert. Die erwarteten Längen für die cDNA Produkte der einzelne 
RNA Spezies waren hierbei 100 nt (5S rRNA), 156 nt (vRNA), 190 nt (cRNA) und abhän-
gig von der Länge der Capstruktur der mRNA ca. 202 nt (mRNA). Die Visualisierung der 
elektrophoretisch aufgetrennten cDNA Produkte erfolgte mittels Autoradiographie.
 
Abbildung 19A    Abbildung 19B
Abbildung 19:  Überexpression von hGBP-3ΔC reduziert die Synthese viraler RNA Spezies. (A) Pri-
mer Extension Analyse der PB1-spezifischen viralen RNAs in A549 Zellen, die für 24 h mit 
dem pCS2+MT Leervektor (Reihen 1 und 2), hGBP-3 (Reihe 3) and hGBP-3ΔC (Reihe 
4) transfiziert und anschließend für 8 h mit PR8 (MOI=5) (Reihen 2 - 4) oder nicht infi-
ziert (Reihe 1) wurden. Je 1 μg Gesamt-RNA die mittels TRIzol™ Reagent isoliert wurde, 
wurden mit [γ-32P]-ATP markierten Primern (2.2.3.5) hybridisiert und diese mit 50 U Su-
perScript™ II Reverse Transcriptase (Invitrogen, Karlsruhe) verlängert. Die verwendeten 
Primer waren strangspezifisch für die vRNA, cRNA und mRNA des viralen Polymerase-
protein (PB1) Gens von A/Puerto-Rico/8/34 (H1N1) (PR8). Als interne Kontrolle für die in 
diesem Experiment eingesetzte RNA-Menge wurde die zelluläre 5S rRNA mit spezifischen 
Primern revers transkribiert. Die erhaltenen cDNA-Produkte wurden auf einem denaturie-
renden Polyacrylamidgel (6 %, Acrylamid/Bisacrylamid 29:1, 7 M Harnstoff in TBE Puffer) 
aufgetrennt, mittels Autoradiographie visualisiert und sind am rechten Rand der Abbildung 
19A mit schwarzen Pfeilen gekennzeichnet. Das dargestellte Ergebnis ist repräsentativ für 
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drei unabhängig durchgeführte Experimente. (B) Quantifizierung und statistische Analyse 
der PB1-spezifischen viralen RNAs in hGBP-transfizierten und PR8-infizierten A549 Zel-
len. Die Quantifizierung der Intensität der in Abbildung 19A dargestellten Banden wurde mit 
Hilfe des Phospho-Imager FLA-3000 und der Auswertungssoftware AxioVision von Zeiss 
(Göttingen) durchgeführt. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen (± SD) 
von drei unabhängig durchgeführten Experimenten. Sterne markieren die statistisch signi-
fikanten Unterschiede zu Leervektor-transfizierten und PR8-infizierten Zellen (Reihe 2), die 
willkürlich auf 1 gesetzt wurden (*, p<0,05; ***, p<0,001).
Das Ergebnis der Primer Extension zeigt, dass die Akkumulation aller drei RNA-Spezies 
des PB1 Gensegmentes nach Infektion von hGBP-3ΔC überexprimierenden Zellen (Rei-
he 4) deutlich reduziert war. Interessanterweise war die Reduktion der vRNA Synthe-
se mit ca. 75 % am stärksten ausgeprägt, während die produzierten viralen mRNA und 
cRNA Mengen im Vergleich zu denen der Leervektoransätze nur um ca. 25 % veringert 
waren. Die virale RNA-Synthese in Zellen, die zuvor mit dem Leervektor (Reihe 2) oder 
hGBP-3 (Reihe 3) transfiziert wurden war hingegen nicht beeinflusst. Hier konnte keine 
Inhibition der Transkription oder Replikation von PR8 beobachtet werden. Auch bei der 
Negativkontrolle (Reihe 1), Leervektor-transfizierte und uninfizierte Zellen, wurde erwar-
tungsgemäß keine PB1-spezifische RNA detektiert.
3.5.7 Einfluss von hGBP-3ΔC auf die Aktivität der IAV Polymerase
Die Effizienz der Virusreplikation wird durch die Aktivität des viralen Polymerasekom-
plexes bestimmt. Um zu überprüfen, ob die Überexpression von hGBP-3ΔC die virale 
Polymeraseaktivität beeinflusst und zu ermitteln, ob dies eine Erklärung für die vermin-
derte Synthese viraler RNAs und Proteine sein könnte, wurde die Polymeraseaktivität 
mit Hilfe eines bereits früher beschriebenen IAV Minigenom Systems (Pleschka et al., 
1996; Mazur et al., 2008) untersucht.
Für diese Fragestellung wurden A549 Zellen transient mit den drei Untereinheiten des 
viralen Polymerasekomplexes PB1, PB2 und PA sowie dem Nukleoprotein der Influ-
enzastämme A/WSN/33 (H1N1) bzw. A/FPV/Rostock/34 (H7N1) transfiziert. Dabei wur-
de die Transkription dieser Plasmide von einem Pol II Promotor kontrolliert. Anstelle 
eines Luciferase Reportergens wurde in diesem Experiment ein Genkonstrukt kotrans-
fiziert, das das genuine virale M Segment unter Kontrolle eines Pol I Promotors bildet 
und damit für das virale Matrixprotein kodiert. Die durch die Kotransfektion generierten 
Nukleokapside transkribierten und replizierten das Minigenom und infolgedessen das 
virale M-Gensegment. Die Menge an viralen M1 Transkripten, die daraus resultierte, ist 
dabei ein direktes Maß für die virale Polymeraseaktivität. Die Menge an M1 mRNA wur-
de mittels qRT-PCR in An- oder Abwesenheit der Spleißvariante hGBP-3ΔC ermittelt. 
hGBP-3ΔC bzw. der entsprechende Leervektor wurde dabei als sechstes Plasmid durch 
Transfektion in die Zellen eingebracht.
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Abbildung 20:  Die Überexpression von hGBP-3ΔC reduziert die IAV Polymeraseaktivität. A549 Zellen 
wurden transient kotransfiziert mit den Pol II-getriebenen Konstrukten, die für die viralen 
Polymerasegene PB1, PB2 und PA und NP kodieren sowie einem Pol I-kontrollierten Kons-
trukt für das virale M-Gen der Influenzastämme A/WSN/33 (H1N1) bzw. A/FPV/Rostock/34 
(H7N1). Zusätzlich wurde hGBP-3ΔC bzw. entsprechender Leervektor kotransfiziert. 48 h 
p.t. wurde die gesamte RNA isoliert und mittels Oligo(dT) Primer revers transkribiert. Die 
Quantifizierung der M1 Transkripte erfolgte unter Verwendung von M1-spezifischen Primern 
in der qRT-PCR. Gleiche mRNA Mengen wurden auf die Transkriptmengen des Referenz-
gens GAPDH normiert. Dargestellt ist die n-fache Expression der M1 mRNA bezogen auf 
Zellen, die ausschließlich mit dem M1 Konstrukt transfiziert wurden (Kontrolle=1). Das Er-
gebnis zeigt Mittelwerte und Standardabweichungen (± SD) von biologischen Duplikaten ei-
nes Experimentes, das repräsentativ für mindestens drei unabhängig durchgeführte Experi-
mente ist. Die Sterne markieren die statistisch signifikanten Unterschiede zu den Leervektor 
Ansätzen (*, p<0,05; ***, p<0,001). 
Erwartungsgemäß waren die transfizierten IAV Polymerasekomplexe beider Virusstäm-
me in der Lage die Transkription der viralen M1 RNA zu katalysieren. Dabei war die FPV 
Polymerase ungefähr 10-mal effizienter als die WSN Polymerase. Die Kotransfektion 
der hGBP-3ΔC GTPase führte im Gegensatz zu Leervektor-transfizierten Zellen zu einer 
reduzierten Aktivität beider Polymerasekomplexe.
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass hGBP-3ΔC eine stark antiviral wirkende GT-
Pase repräsentiert, die durch Inhibierung der viralen Polymeraseaktivität zu einer ver-
ringerten Synthese von viralen Genprodukten führt und infolgedessen die Virusvermeh-
rung hemmt.
77
Ergebnisse
3.5.8 Funktionelle Charakterisierung der Domänen von hGBP-3 
im Kontext der Influenza A Virusinfektion
Um die Bereiche von hGBP-3ΔC einzugrenzen, die für die antivirale Aktivität verantwort-
lich sind, wurden in Anlehnung an bereits publizierte Studien zur Domänenstruktur von 
GBP (Abdullah et al., 2009; Vöpel et al., 2010) eine Reihe von hGBP-3 Deletionsmutan-
ten hergestellt. Diese Mutanten enthielten entweder einzelne hGBP-3 Domänen oder 
Kombinationen mehrerer Domänen. Da sich hGBP-3 und hGBP-3ΔC hauptsächlich in 
ihrem C-terminalen α-helikalen Bereich unterscheiden, wurden die C-terminalen Domä-
nen separat kloniert. Darüber hinaus wurden in dieser Studie hGBP-3 und hGBP-3ΔC 
Mutanten einbezogen, die Punktmutationen in einer ihrer vier hochkonservierten N-ter-
minalen GTP-Bindemotive enthielten. Es konnte bereits gezeigt werden, dass ein Aus-
tausch von Lysin 51 zu Alanin (K51A) neben einer verminderten GTP-Hydrolyse Aktivität 
auch zur Blockierung der GTP-Bindung führt (Praefcke et al., 2004). Eine schematische 
Übersicht über die verwendeten hGBP-3 Mutanten ist in Abbildung 21A dargestellt. 
Die bereits in 3.5.5. beschriebenen Experimente wurden durch die Überexpression die-
ser zusätzlichen hGBP-3 Mutanten erweitert und die transfizierten A549 Zellen 24 h p.t. 
für 8 h mit PR8 infiziert. Anschließend wurde die virale M1 und PB1 mRNA- und Protein-
synthese mittels quantitativer Real-time PCR (Abbildung 21B) und Western Blot Analyse 
(Abbildung 21C) ermittelt.
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Abbildung 21A
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Abbildung 21B
Abbildung 21C
Abbildung 21:  Einfluss von hGBP-3 Mutanten auf die virale mRNA und Proteinsynthese in PR8-
infizierten A549 Zellen. (A) Schematische Darstellung von hGBP-3, hGBP-3ΔC und den 
verschiedenen Deletionsmutanten beider Proteine. (B) A549 Zellen wurden mit den in (A) 
dargestellten unterschiedlichen hGBP-3 Varianten (Reihen 3-10) bzw. dem entsprechenden 
Leervektor (pCS2+MT) (Reihen 1 und 2) transfiziert und anschließend mit PR8 (MOI=5) infi-
ziert. 15 min p.i. (Reihe 1) oder 8 h p.i. (Reihen 2-10) wurde die gesamte RNA isoliert, mittels 
Oligo(dT) Primer revers transkribiert und die viralen M1 und PB1 mRNA Mengen mittels 
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qRT-PCR Analyse bestimmt. Dabei wurden gleiche mRNA Mengen auf die Transkriptmenge 
des Referenzgens GAPDH normiert. Dargestellt ist die n-fache Induktion der viralen M1 bzw. 
PB1 Expression im Vergleich zu Leervektor-transfizierten Zellen, die 15 min mit PR8 infi-
ziert wurden (Reihe 1). Die Fehlerbalken repräsentieren die Standardabweichungen (± SD) 
von biologischen Duplikaten. Das dargestellte Ergebnis ist repräsentativ für vier unabhängig 
durchgeführte Experimente. (C) Analyse der viralen M1 und PB1 Proteinsynthese der in 
(B) beschriebenen Ansätze mittels Western Blot und Immundetektion unter Verwendung 
von Influenza spezifischen Antikörpern. Die Expressionskontrolle der Myc-markierten hGBP 
Plasmide erfolgte mittels eines Myc-spezifischen Antikörper. Eine gleichmäßige Beladung 
der Polyacrylamidgele wurde mit Hilfe von Antikörpern gegen ERK2 belegt. Die ERK2 Lade-
kontrolle ist dabei repräsentativ für alle dargestellten Western Blots.
Das hier erhaltene Ergebnis korrelierte sehr gut mit den in 3.5.5 erhaltenen Ergebnis-
sen (Abbildungen 17 und 18) zur viralen mRNA- und Proteinsynthese in hGBP-3 bzw. 
hGBP-3ΔC überexprimierenden Zellen. Während die Überexpression der Spleißvariante 
hGBP-3ΔC (Abbildungen 21B und C, Reihe 4) zu einer deutlichen Reduktion von viralen 
M1 und PB1 Transkripten und Proteinen in PR8-infizierten Zellen führte, konnte eine an-
tivirale Wirkung durch die Transfektion von hGBP-3 (Reihe 3) nicht beobachtet werden. 
Interessanterweise führte die Überexpression von Mutanten, die aus der N-terminalen 
globulären Domäne und der Mitteldomäne (Reihe 5) bzw. der globulären Domäne allein 
(Reihe 6) bestanden, sogar zu stärkeren antiviralen Effekten als eine Überexpression 
des vollständigen hGBP-3ΔC (Reihe 4). Im Gegensatz dazu hatte die Überexpression 
der isolierten C-terminalen GTPase-Effektordomäne (GED) von hGBP-3 bzw. hGBP-
3ΔC (Reihen 7 und 8) keinen Einfluss auf die M1 und PB1 Transkription und Proteinsyn-
these. Auch hGBP-3 bzw. hGBP-3ΔC Mutanten, deren effiziente GTP-Bindung durch 
die Punktmutation K51A blockiert war, konnten nicht mit der viralen Transkription und 
Proteinsynthese interferieren (Reihen 9 und 10).
Zusammenfassend lässt sich daraus schließen, dass der antivirale Effekt von hGBP-
3ΔC durch die globuläre Domäne vermittelt wird und abhängig von einer effizienten 
GTP-Bindung ist.
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4 Diskussion
4.1 Einfluss von PB1-F2 auf die IAV-induzierte Interferonantwort
Eine Infektion mit Influenza Viren löst in der infizierten Zelle die antivirale Typ I Interferon 
Antwort aus. Aufgrund ihrer hohen Sensitivität gegenüber der Wirkung von Typ I Interfe-
ronen haben Influenza A Viren in ihrer Evolution zahlreiche Strategien entwickelt, die zel-
luläre antivirale Antwort zu umgehen oder zu unterdrücken. Neben dem bereits gut cha-
rakterisierten IFN-antagonistischen Nicht-Strukturprotein 1 (NS1) konnte in dieser Arbeit 
gezeigt werden, dass Influenza Viren ein weiteres Nicht-Strukturprotein mit IFN-antago-
nistischer Aktivität exprimieren: das Influenza PB1-F2 Protein. Obwohl überlappend in 
ihrer IFN-antagonistischen Wirkung, unterscheiden sich diese beiden Proteine allerdings 
deutlich hinsichtlich ihrer sonstigen Funktionen. Während die Infektion mit NS1-defizi-
enten Viren zu reduzierten Virustitern in Zellkultur und einem apathogenen Phänotyp 
in vivo führt, resultieren Infektionen mit PB1-F2-defizienten Viren im Vergleich zu Wild-
typviren in kaum  veränderten Virustitern und nur geringfügig reduzierter Pathogenität 
in Mäusen (Donelan et al.,  2003;  Hale et al., 2008; Zamarin et al., 2006; Dudek et al., 
eingereicht). PB1-F2 besitzt im Vergleich zu NS1 ein weitaus geringeres Potential, der 
IFN-Antwort entgegenzuwirken. Während PB1-F2 nur auf Ebene der IFN-induzierenden 
Signalkaskade wirkt, wird die IFN-Induktion durch NS1 auf unterschiedlichen Ebenen 
blockiert. Dies wird beispielsweise durch Interferenz von NS1 mit den IFN-induzierbaren 
antiviralen Enzymen PKR und OAS sowie durch posttranskriptionelle Blockierung der 
zellulären mRNA-Prozessierung erreicht (Li et al., 2006; Min & Krug, 2006; Noah et al., 
2003). Darüber hinaus limitert NS1 die RIG-I-vermittelte transkriptionelle Aktivierung des 
IFN-β Promotors (Mibayashi et al., 2007). Dies wird durch die Interaktion von NS1 mit 
der E3 Ubiquitin Ligase TRIM25 und der daraus resultierenden Inhibition der posttrans-
lationalen Modifizierung von RIG-I erreicht (Gack et al., 2009). Das hat zur Folge, dass 
die virusinduzierte Aktivierung der drei Transkriptionsfaktoren des IFN-β Enhanceosoms 
AP-1, NF-κB und IRF-3 unterdrückt wird (Ludwig et al., 2002; Wang et al., 2000; Ta-
lon et al., 2000). Im Vergleich dazu wird die IFN-antagonistische Wirkung von PB1-F2 
ausschließlich durch die Inhibition des Transkriptionsfaktors IRF-3 vermittelt (Abbildung 
8B) (Dudek et al., eingereicht). Dabei wirkt PB1-F2 auf Ebene des Adapterproteins mi-
tochondrial antiviral signaling protein (MAVS). MAVS, auch als VISA, Cardif oder IPS-1 
bezeichnet, weist intrazellulär eine mitochondriale Lokalisation auf. Eine direkte Protein-
Protein-Interaktion zwischen dem ebenfalls an den Mitochondrien lokalisierten PB1-F2 
Protein (Yamada et al., 2004) mit MAVS bzw. dem „upstream“ agierenden RIG-I, oder 
IKK-ε, einem „downstream“ von MAVS agierenden Protein, konnte jedoch nicht nach-
gewiesen werden. Allerdings wurde in MAVS Knockdown-Experimenten eine reduzierte 
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Akkumulation von PB1-F2 nach Virusinfektion beobachtet (Dudek et al., eingereicht). 
Daher kann eine Wechselwirkung dieser Proteine, die mit einer veränderten Expression 
oder Stabilität des PB1-F2 Proteins einhergeht, nicht ausgeschlossen werden.
Während die Induktion der Typ-I Interferonantwort in Abwesenheit von PB1-F2 nicht ef-
fizient genug ist, die Virustiter in Zellkultur signifikant zu reduzieren, wurde jedoch ein 
deutlich kleinerer Plaque-Phänotyp nach Infektion mit PB1-F2 Deletionsmutanten nach-
gewiesen, was die Induktion eines antiviralen Zustandes der angrenzenden Nachbar-
zellen vermuten lässt (Mazur et al., 2008). Eine verstärkte IFN-antagonistische Wirkung 
von PB1-F2 in der Frühphase der Infektion in Mäusen wurde zudem für Virusmutanten 
gezeigt, die anstelle eines Asparagins ein Serin an Position 66 enthalten (N66S) (Co-
nenello et al., 2007; Conenello et al., 2011). 
Obwohl die Beobachtungen unserer Arbeitsgruppe eindeutig eine IFN-antagonistische 
Wirkung von PB1-F2 belegen (Dudek et al., eingereicht), zeigen Befunde einer kürz-
lich veröffentlichten Studie eine gegenteilige Funktion dieses Proteins (Le Goffic et al., 
2010). Hier wurde eine erhöhte IFN-β Induktion zu späten Zeitpunkten der Infektion (24 
h p.i.) mit  Influenza Wildtyp Viren beschrieben, für die jedoch keine PB1-F2 Expression 
mehr im Western Blot dokumentiert werden konnte. Dahingegen belegen Befunde unse-
rer Arbeitsgruppe eine IFN-antagonistische Wirkung von PB1-F2 zu frühen Zeitpunkten 
der Infektion sowie nach Überexpression von PB1-F2. Die These der IFN-antagonisti-
schen Aktivität von PB1-F2 wird zudem durch Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ge-
stützt. Eine vergleichende Infektionsstudie mit rekombinanten Influenza A Viren zeigte 
eine erhöhte Induktion der IFN-stimulierten Gene der Guanylat-bindenden Proteine 1 
und 3 in Lungenepithelzellen, wenn diese mit PB1-F2-defizienten Viren infiziert wurden 
(Abbildung 12B).
4.2 Die Genomorganisation einer neu identifizierten Spleißvariante des 
humanen GBP-3
Das humane Guanylat-bindende Protein 3 (hGBP-3) gehört zur Familie der IFN-indu-
zierbaren p65-GTPasen, für die bisher sieben humane Mitglieder (hGBP-1 bis hGBP-7) 
beschrieben wurden. Nur für wenige Gene, die für Proteine der GBP-Familie kodieren, 
konnte bisher gezeigt werden, dass sie unterschiedlich gespleißt werden. Für die beim 
Menschen vorkommenden GBP Mitglieder konnte bislang nur für hGBP-5 gezeigt wer-
den, dass es in mehr als einer Spleißvariante existiert. Hier wurden drei Spleißvarianten 
beschrieben (gbp-5a, -5b und -5ta) deren Translation zu zwei verschiedenen Proteinen 
führt, GBP-5a/b und GBP-5ta (Hartmann et al., 2004; Fellenberg et al., 2004). Im Ge-
gensatz zu gbp-5a/b ist gbp-5ta eine C-terminal verkürzte Spleißvariante. Der resultie-
rende offene Leserahmen führt zu einem Protein hGBP-5ta, dem 97 Aminosäuren am 
C-terminalen Ende fehlen. Während GBP-5a/b ausschließlich in gesunden Geweben 
exprimiert wird, ist die Expression der Spleißvariante hGBP-5ta mit Tumoren assoziiert 
und wurde in Melanomzellen und Zellen des kutanen T-Zell Lymphoms nachgewiesen 
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(Wehner & Herrmann, 2010). Unterschiedliche biochemische Eigenschaften hinsichtlich 
Enzymaktivität, Nukleotidbindung und Oligomerisierung wurden jedoch für GBP-5a/b 
und GBP-5ta nicht beobachtet. Es wird angenommen, dass das Fehlen eines CaaX-
Motifs im C-Terminus von GBP-5ta für die Dysregulation der Funktion dieses Proteins in 
Lymphomzellen verantwortlich ist (Fellenberg et al., 2004; Wehner & Herrmann, 2010).
In der vorliegenden Arbeit wurde die Identifizierung einer neuen Spleißvariante des hu-
manen Guanylat-bindenden Proteins 3 dokumentiert. Durch das Fehlen von 81 Nukleoti-
den im Exon 7 und des kompletten Exons 11 ist diese Spleißvariante ebenfalls C-terminal 
verkürzt und wurde daher hGBP-3ΔC genannt. Darüber hinaus verfügt hGBP-3ΔC über 
ein verlängertes Exon 10, welches durch die Insertion von 103 Basenpaaren aus der In-
tronregion zwischen Exon 10 und 11 resultiert. Unter Verwendung von spezifischen Pri-
mern für hGBP-3ΔC konnte dessen Existenz in normalem Lungengewebe mittels qRT-
PCR nachgewiesen werden. Die Sequenz von hGBP-3ΔC wurde in der Gendatenbank 
unter der Accession number JF927951veröffentlicht. 
Während ein Sequenzvergleich  von hGBP-3ΔC mit der DNA-Datenbank die Existenz 
einer sehr homologen Spleißvariante von GBP-3 in der Primatengattung Macaca er-
gab, ließen sich jedoch keine Hinweise auf eine vergleichbare Variante in Homo sapiens 
finden. Die Sequenz der Spleißvariante von GBP-3 in Makaken wies allerdings große 
Homologie zu der Sequenz der neu identifizierten humanen Spleißvariante auf. Eine 
weitere Beschreibung in der Literatur konnte jedoch nicht gefunden werden.
4.3 Die Interaktion zwischen PB1-F2 und hGBP-3 
Definitionsgemäß sind Viren infektiöse Partikel, die keinen eigenen Stoffwechsel besit-
zen und hinsichtich ihrer Vermehrung vollkommen auf den Stoffwechsel ihrer Wirtszelle 
angewiesen sind. Dabei missbrauchen Influenza A Viren beispielsweise die zelluläre 
Translations- und Transportmaschinerie um ihre genomische RNA zu translatieren bzw. 
ihre Genprodukte intrazellulär zu den erforderlichen Kompartimenten zu transportieren 
(Cheung & Poon, 2007; Deng et al., 2006). Um die Effizienz ihrer Replikation zu erhö-
hen, manipulieren Influenza Viren zudem die virusinduzierte, zelluläre Immunantwort 
(Ludwig et al., 1999; Hale et al., 2010). Dabei interferieren sie entweder indirekt oder 
direkt durch Protein-Protein-Interaktionen mit zellulären Faktoren.
Während das Influenza NS1 Protein beispielsweise mit TRIM25 oder der p85β regula-
torischen Untereinheit der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) interagiert (Gack et al., 
2009; Hale et al., 2006), gibt es bislang nur wenige Hinweise auf eine Protein-Protein-
Interaktion zwischen dem Influenza PB1-F2 Protein und Faktoren des zellulären Im-
munsystems oder anderen zellulären Proteinen. Zwar konnte bereits gezeigt werden, 
dass PB1-F2 direkt mit den intrazellulären Proteinen der inneren und äußeren Mito-
chondrienmembran interagiert und diese in Folge permeabilisiert wird (Zamarin et al., 
2005), jedoch ist weiterhin fraglich, ob die Apoptose-Induktion die Hauptfunktion dieses 
Proteins in der Influenza Virusinfektion darstellt. Dies gilt insbesondere, da eine frühere 
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Studie unserer Arbeitsgruppe zeigte, dass eine direkte Protein-Protein-Interaktion zwi-
schen PB1-F2 und der viralen Polymeraseuntereinheit PB1 stattfinden kann (Mazur et 
al., 2008).
In der vorliegenden Arbeit konnte in Koimmunpräzipitationsexperimenten eine direkte 
Protein-Protein-Interaktion zwischen PB1-F2 und der zellulären, IFN-induzierbaren GT-
Pase hGBP-3 sowie einer bislang unbekannten Spleißvariante von hGBP-3, hGBP-3ΔC 
nachgewiesen werden (Abbildung 10). Diese Interaktion konnte sowohl für überexpri-
miertes PB1-F2, als auch für PB1-F2 im Infektionskontext gezeigt werden und wurde in 
einem zuvor durchgeführten Yeast Two-Hybrid Screen unserer Arbeitsgruppe erstmalig 
entdeckt. Die Tatsache, dass PB1-F2 sowohl mit hGBP-3 als auch mit der C-terminal 
verkürzten Spleißvariante hGBP-3ΔC interagiert, lässt den Schluss zu, dass die Interak-
tion mit PB1-F2 im Bereich der N-terminalen, globulären Domäne oder der Mitteldomäne 
von hGBP-3 stattfindet. 
Bei der nachfolgenden Charakterisierung des neu identifizierten Interaktionspartners 
von PB1-F2 konnte eine hohe antivirale Aktivität, vorwiegend für die Spleißvariante 
hGBP-3ΔC ermittelt werden. In vergleichenden Infektionsstudien mit wt und PB1-F2-
defizienten rekombinanten Influenzaviren wurde jedoch keine Beeinflussung der antivi-
ralen Wirkung der GTPase durch PB1-F2 beobachtet. Die Überexpression von hGBP-
3ΔC in Lungenepithelzellen, die entweder mit einem PB1-F2-defizienten Influenzavirus 
oder dem entsprechenden Wildtyp Virus infiziert wurden, führte gleichermaßen zu einer 
signifikanten Inhibition der Virusreplikation (Abbildung 14). Jedoch konnte gezeigt wer-
den, dass PB1-F2 als IFN-Antagonist die Expression der IFN-induzierbaren Guanylat-
bindenden Proteine 1 und 3 beeinflusst und damit indirekt mit der antiviralen Aktivität von 
hGBP-3 interferiert (Abbildung 12B). 
Da weder die genaue biologische Funktion von PB1-F2 im Infektionskontext, noch die 
genaue Bedeutung der Guanylat-bindenden Proteine in der zellulären Immunabwehr 
abschließend geklärt ist, kann man nicht ausschließen, dass sich in dem einen oder 
anderen Zellsystem oder in vivo eine biologische Funktion für diese Protein-Protein-In-
teraktion ermitteln lässt. Beide Proteine bleiben daher auch zukünftig interessante Ziele 
für die Forschung.
4.4 Die antivirale Aktivität von hGBP-3ΔC 
Das Typ I Interferonsystem stellt die erste Verteidigungslinie gegen virale Infektionen 
dar. Durch die Induktion von IFN-stimulierten Genen (ISG) und die Expression ihrer ko-
dierten Proteine wird die virale Transkription und Proteinsynthese unterdrückt und ein 
antiviraler Zustand in der infizierten Zelle vermittelt (Randell & Goodbourn, 2008). Wäh-
rend einige dieser Proteine wie beispielsweise PKR, OAS oder Mx-Proteine hinsichtlich 
ihrer antiviralen Aktivität bereits gut charakterisiert sind, befasste sich die vorliegende 
Arbeit mit einer weniger gut untersuchten Gruppe von IFN-induzierbaren Proteinen, den 
Guanylat-bindenden Proteinen. Dabei konnte für die drei untersuchten Mitglieder dieser 
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Proteinfamilie, hGBP-1, hGBP-3 und hGBP-3ΔC, ebenfalls eine antivirale Aktivität er-
mittelt werden. Obwohl die transkriptionelle Aktivierung von hGBP-3 und hGBP-3ΔC nur 
moderat und die von hGBP-1 sehr signifikant in Influenza Virus-infizierten Zellen erhöht 
war, zeigte jedoch die Überexpression von hGBP-3ΔC interessanterweise die höchste 
antivirale Aktivität in Lungenepithelzellen (Abbildung 13). Im Vergleich zu Leervektor-
transfizierten Zellen war die Virusreplikation durch Überexpression von hGBP-3ΔC um 
das 1000-fache reduziert und damit um das 10- bis 100-fache effizienter, als der inhibito-
rische Effekt von hGBP-1 oder hGBP-3. Zudem scheint dieser antivirale Effekt nicht Vi-
russtamm-spezifisch zu sein, da alle getesteten hGBP mit der Replikation verschiedener 
Influenza Subtypen interferieren konnten. Dass hGBP-3ΔC zusätzlich einen antiviralen 
Effekt gegen Infektionen mit VSV, einem ssRNA Virus aus der Familie Rhabdoviridae 
vermittelt, weist auf eine generelle Beteiligung an virusinduzierten Immunabwehrreakti-
onen dieser Proteinfamilie hin. Tatsächlich wurden bereits antipathogene Eigenschaften 
für die GBP-Familie dokumentiert, jedoch wurde bislang keine anti-influenzavirale Wir-
kung dieser Proteine beschrieben. Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass hGBP-1 
eine antivirale Aktivität gegen Hepatitis C Viren besitzt (Isui et al., 2009) und hGBP-1 und 
mGBP-2 mit der Replikation von VSV und EMCV interferieren (Anderson et al., 1999; 
Carter et al., 2005). Allerdings konnte der genaue molekulare Mechanismus, der die-
ser antiviralen Wirkung unterliegt bisher nicht aufgeklärt werden. Darüber hinaus wurde 
im bakteriellen und parasitären Infektionskontext eine Hochregulation der mGBP-1 bis 
mGBP-10 in Mäusen beschrieben (Degrandi et al., 2007; Rupper et al., 2008; Tietzel 
et al., 2009). Eine kürzlich veröffentlichte Studie dokumentierte zudem eine mGBP-1-, 
mGBP-6-, mGBP-7- und mGBP-10-vermittelte Aktivierung von Wirtszellproteinen, die 
die Eliminierung der intrazellulären Bakterien Listeria monocytogenes und Mycobacteri-
um bovis BCG veranlassen (Kim et al., 2011). 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass in Anwesenheit von hGBP-3ΔC 
die virale Transkription und Proteinsynthese stark beeinträchtigt sind. Des Weiteren 
ergaben Primer Extension Experimente eine signifikante Reduktion der Influenza PB1 
vRNA-, cRNA- und mRNA-Synthese (Abbildung 19), was einen negativen Effekt von 
hGBP-3ΔC auf die Aktivität des viralen Polymerasekomplexes impliziert. Diese Wirkung 
konnte schließlich auch mit Hilfe eines plasmidgestützten Minireplikonsystems experi-
mentell nachgewiesen werden (Abbildung 20). Da die virale Replikation von der Aktivität 
der viralen Polymerase bestimmt wird und von der Synthese viraler Komponenten ab-
hängig ist, kann die starke Inhibition der Virusvermehrung durch hGBP-3ΔC auf die Inhi-
bition des Polymerasekomplexes zurückgeführt werden. Die von Anderson et al. (1999) 
beschriebene moderate antivirale Wirkung von hGBP-1 in VSV-infizierten HeLa Zellen 
konnte in dem verwendeten Zellsystem (A549) der vorliegenden Arbeit nicht verifiziert 
werden und könnte ein Hinweis auf eine zelltypspezifische Wirkung dieser GTPase ge-
gen VSV sein.
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Innerhalb der Familie der großen GTPasen sind die Mx-Proteine hinsichtlich ihrer an-
tiviralen Eigenschaften und Wirkung am besten charakterisiert. Sie wirken einer Reihe 
von RNA-Viren entgegen, darunter Orthomyxoviren, wie Influenza und Thogoto Viren 
sowie Rhabdoviren, Bunyaviren, Paramyxoviren, Togaviren, Picornaviren, Reoviren und 
Hepatitis B Viren, wobei letztere DNA-Viren mit einem genomischen RNA-Replikations-
intermediat sind (Übersicht in Haller et al., 2007). Zahlreiche Studien demonstrieren, 
dass MxA mit dem viralen Nukleokapsidprotein interferiert und dadurch dessen Funktion 
in der viralen Genomreplikation negativ beeinflusst (Krug et al., 1995; Turan et al., 2004). 
Beispielsweise verhindert MxA in Thogoto Virus-infizierten Zellen durch diese Interferenz 
den Zellkernimport viraler Nukleokapside und inhibiert dadurch die dort stattfindende 
virale Transkription und Replikation (Kochs & Haller, 1999). Interessanterweise ist für 
diese Interaktion die C-terminale Effektordomäne von MxA und die GTP-Bindung essen-
tiell. Diese stellen somit wichtige Determinanten für die Erkennung viraler Zielstrukturen 
dar (Zürcher et al., 1992; Pitossi et al., 1993; Johannes et al., 1997). Ob hGBP-3ΔC auf 
ähnliche Weise wirkt, muss in zukünftigen Experimenten ermittelt werden. Jedoch ist un-
wahrscheinlich, dass der C-Terminus von hGBP-3 die Erkennung von viralen Zielstruktu-
ren vermittelt, da dieser bei der Spleißvariante hGBP-3ΔC, welche das größte antivirale 
Potential besitzt, verkürzt ist.
4.5 Die globuläre Domäne von hGBP-3 vermittelt den antiviralen Effekt
Die Proteinstruktur großer GTPasen kann in eine N-terminale globuläre Domäne und 
eine C-terminale α-helikale Domäne unterteilt werden. Beide Domänen sind durch eine 
kurze intermediäre Region miteinander verbunden, welche auch als Mitteldomäne be-
zeichnet wird (Prakash et al., 2000a; Prakash et al., 2000b). Während die globuläre 
Domäne die katalytische GTPase Domäne repräsentiert, GTP bindet und dieses schritt-
weise zu GDP und GMP hydrolysiert, fungiert die C-terminale Domäne zusammen mit 
der Mitteldomäne als regulatorische Domäne, welche die Oligomerisierung des Proteins 
und die katalytische Aktivität der globulären Domäne vermittelt (Praefcke et al., 2004; 
Abdullah et al., 2009; Vöpel et al., 2010). Monomere Guanylat-bindende Proteine hyd-
rolysieren gebundenes GTP mit einer sehr schwachen Effizienz. Dimere und Tetramere 
hingegen katalysieren effizient die Hydrolyse zu GDP und im Folgenden zu GMP. Dabei 
sind die GTP-Bindung und dessen Prozessierung zu GMP nicht nur für die Regenerie-
rung von GBP-Molekülen und deren katalytische Aktivität wichtig, sondern bestimmen 
auch die zelluläre Lokalisation und biologische Aktivität der GTPase. Basierend auf den 
in dieser Arbeit durchgeführten Analysen mit GBP-3 Deletionsmutanten ist anzuneh-
men, dass der starke antivirale Effekt nicht auf die C-teminale Region der Spleißvari-
ante hGBP-3ΔC, sondern auf die globuläre Domäne dieser GTPase zurückzuführen ist. 
Erwähnenswert ist hier, dass die Sequenz der globulären Domäne von hGBP-3ΔC im 
Vergleich zu der Sequenz von hGBP-3 absolut identisch ist. Trotzdem ist hGBP-3 hin-
sichtlich der antiviralen Aktivität deutlich ineffizienter als hGBP-3ΔC. Dies lässt vermu-
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ten, dass die C-terminale Region von hGBP-3ΔC die N-terminale GTPase-Domäne auf 
eine andere Weise reguliert, als die C-terminale Domäne des hGBP-3 Proteins. In der 
Annahme, dass nicht die C-terminale Domäne von hGBP-3ΔC, sondern die globuläre 
Domäne für die antivirale Wirkung der GTPase verantwortlich ist, würde man erwar-
ten, dass die GTPase Domäne von hGBP-1 ebenfalls einen antiviralen Effekt vermittelt, 
da diese hinsichtlich ihrer Primärsequenz und Proteinfaltung sehr homolog zu der von 
hGBP-3 ist. Tatsächlich konnte diese Annahme durch die Analyse verschiedener hGBP-
1 Deletionsmutanten bestätigt werden. Hier war die Deletion des C-Terminus ebenfalls 
ausreichend für die Entfaltung der antiviralen Eigenschaften der hGBP-1 GTPase. Da 
es sich bei dieser Beobachtung allerdings um vorläufige Daten handelt, wurden diese im 
Ergebnisteil der vorliegenden Arbeit nicht berücksichtigt und müssen noch durch weitere 
Experimente bestätigt werden. Trotzdem scheinen demnach globuläre Domänen von 
großen GTPasen per se antivirale Aktivität zu besitzen, die jedoch durch einen bisher 
unbekannten Mechanismus über die α-helikale Domäne autoinhibiert ist.
Die biologische Aktivität und Funktion von Guanylat-bindenden Proteinen hängen von 
ihrer Fähigkeit ab, GTP zu binden und zu hydrolysieren. Durch Punktmutationen in der 
hochkonservierten G1-Region, der P-Schleife der globulären Domäne werden die GTP-
bindenden Eigenschaften und die GTP-Hydrolyse von GBP stark beeinflusst (Praefcke 
et al., 2004). Es konnte gezeigt werden, dass ein Austausch von Arginin zu Alanin an 
Position 48 (R48A) zu einer erhöhten GTP-Bindungsaffinität führt, während eine Mu-
tation von Lysin zu Alanin an Position 51 (K51A) eine effiziente GTP-Bindung nahezu 
aufhebt. Allerdings resultieren beide Punktmutationen in der Unfähigkeit der GTPase, 
GTP effizient zu hydrolysieren (Praefcke et al., 2004). Eine Analyse der antiviralen Ak-
tivität von hGBP-3ΔC Proteinen mit diesen Punktmutationen zeigte einen unterschiedli-
chen Einfluss auf deren antivirale Wirkung in Influenza Virus-infizierten Zellen. Während 
hGBP-3ΔC Proteine, die einen K51A Austausch in ihrer GTPase Domäne enthielten, 
keinen antiviralen Effekt in infizierten Zellen vermitteln konnten (Abbildung 21), führte die 
Überexpression von hGBP-3ΔC R48A Mutanten zu einer effektiven Inhibition der viralen 
Transkription und Proteinsynthese. Da es sich bei letzteren Beobachtungen ebenfalls 
um eine vorläufige Datenerhebung handelt, die es durch weitere Experimente zu bestä-
tigen gilt, wurde auf deren Darstellung im Ergebnisteil dieser Arbeit verzichtet. 
Zusammengefasst erlauben diese Befunde die Schlussfolgerung, dass die GTP-Bin-
dung, jedoch nicht die GTP-Hydrolyse wichtig für die antivirale Wirkung großer GTPasen 
ist. Die durchgeführten Mutationsanalysen lassen darüber hinaus vermuten, dass die Di-
merisierung bzw. Oligomerisierung von Guanylat-bindenden Proteinen tendenziell eher 
inhibierend als förderlich für die antivirale Funktion der GTPase ist. Da gezeigt werden 
konnte, dass eine hydrophobe Helix innerhalb der Mitteldomäne kritisch für die Dimer-
bildung der GTPase ist (Abdullah et al., 2010), kann demzufolge eine isolierte globuläre 
Domäne nicht oligomerisieren, inhibiert aber dennoch die Transkription und Proteinsyn-
these von Influenza Viren am effizientesten. Interessanterweise zeigen Befunde anderer 
Studien, das ein intaktes GTP-Bindungsmotiv des murinen GBP-2 essentiell für die Inhi-
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bition der EMCV Vermehrung ist, jedoch keine Rolle in der mGBP-2-vermittelten Inhibi-
tion von VSV spielt (Carter et al., 2005). Daher ist anzunehmen, dass die Inhibition der 
Virusreplikation durch GTPasen unterschiedlichen Mechanismen unterliegt und zudem 
abhängig vom Virusstamm ist. Während die oben zitierte Studie zudem demonstriert, 
dass die antivirale Aktivität mit der enzymatische Aktivität der GTPase korreliert, liefert 
im Gegensatz dazu die vorliegende Arbeit Hinweise, dass die hGBP-3ΔC-vermittelte 
Inhibition der Influenza Virus und VSV Vermehrung von der GTP-Hydrolyse unabhängig 
zu sein scheint, die GTP-Bindung hingegen essentiell ist. Dies unterstreicht abermals 
die funktionelle Diversität von GTPasen, sowohl innerhalb der GBP-Familie, als auch 
innerhalb der Gruppe der großen GTPasen generell. 
Zahlreiche Studien der letzten Jahre haben zu einem besseren Verständnis der Kris-
tallstruktur und der biochemischen Eigenschaften der Guanylat-bindenden Proteine 
beigetragen. Zudem konnten den Proteinen der GBP-Familie immer mehr Funktionen 
zugeordnet werden. Jedoch werden auch in Zukunft weitere Studien nötig sein, um die 
genaue Rolle dieser GTPasen in der IFN-induzierten Immunantwort aufzuklären und de-
ren Wirkungsmechanismen hinsichtlich ihrer antiviralen Aktivität weiter zu entschlüsseln.
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Als Erreger der Grippe stellen Influenza A Viren (IAV) weltweit eine große Bedrohung 
für die Gesundheit von Menschen und Tieren dar. Die Entwicklung antiviral wirkender 
Medikamente und Impfstoffe ist für die Bekämpfung der saisonal auftretenden und auch 
pandemischen Influenza Viren von essentieller Bedeutung. Grundlage hierfür ist die Er-
forschung von Virus-Wirt-Interaktionen.
Virusinfektionen induzieren die angeborene Interferon (IFN) Antwort, was bereits in der 
Frühphase der Infektion zur Limitierung der Virusvermehrung führt. Die Synthese von 
Interferonen und anderen Zytokinen führt zur Ausbildung einer adaptiven Immunantwort.
Um eine effiziente Virusreplikation zu gewährleisten haben IAV zahlreiche Strategien 
entwickelt, um die zelluläre IFN-Antwort zu umgehen. Neben der bereits bekannten IFN-
antagonistischen Wirkung des Influenza Nicht-Strukturproteins 1 (NS1), konnte dies im 
Rahmen dieser Arbeit auch für das Influenza PB1-F2 Protein gezeigt werden. Die IFN-
antagonistische Wirkung von PB1-F2 wird dabei durch Inhibition von IRF-3 vermittelt, 
der den wichtigsten Transkriptionsfaktor für die Typ I IFN Induktion darstellt.
Darüber hinaus konnte eine IFN-induzierbare große GTPase, das humane Guanylat-
bindende Protein 3 (hGBP-3), als zellulärer Interaktionspartner von PB1-F2 identifiziert 
werden. Detaillierte Sequenzanalysen führten dabei zu der Identifizierung einer neuen 
Spleißvariante von hGBP-3. Dieser Spleißvariante fehlte im Vergleich zu hGBP-3 das 
komplette C-terminale Exon 11 und 81 Nukleotide des Exons 7 und wurde daher hGBP-
3ΔC genannt. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von hGBP-3, seiner 
Spleißvariante hGBP-3ΔC sowie hGBP-1 in verschiedenen Wirtszellen durch Infektion 
mit IAV deutlich hochreguliert ist. Dies basiert vermutlich auf der auto- und parakrinen 
Wirkung von virusinduzierten Zytokinen, wie Typ I und Typ II Interferonen und TNF-α, die 
ihrerseits die Expression der GTPasen stimulieren, jedoch in Anwesenheit von PB1-F2 
reduziert ist. Die Analyse einer potentiellen antiviralen Wirkung von GBPs ergab, dass 
die Überexpression der hGBP-3 Varianten und hGBP-1 die Virustiter in humanen Lun-
genepithelzellen nach Infektion mit VSV und unterschiedlichen IAV Subtypen signifikant 
reduziert. Interessanterweise war die hGBP-3ΔC-vermittelte Reduktion der Virustiter am 
effizientesten und zudem unabhängig von PB1-F2. Weitere Untersuchungen zeigten, 
dass hGBP-3ΔC sowohl mit der viralen Transkription, als auch der Synthese von viralen 
Proteinen und RNA-Spezies interferiert, was eine Reduktion der viralen Polymeraseak-
tivität einschließt. Eine funktionelle Charakterisierung der hGBP-3 Domänen führte zu 
dem Ergebnis, dass die antivirale  Aktivität von der N-terminalen globulären Domäne der 
GTPase vermittelt wird und von einer effizienten GTP-Bindung abhängig ist.
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As causative agents of an influenza, influenza A viruses (IAV) represent a worldwide 
threat of human and animal health. Therefore the development of antiviral therapeutics 
is of pivotal importance to fight seasonal and also pandemic influenza virus strains. Re-
search of the interplay between viruses and their hosts beeing thereby basic principles.
Cells respond to virus infection by inducing an innate immune interferon (IFN) response 
which limits virus propagation in the early phase of infection. The production of interfe-
rons and other cytokines lead to the development of an adaptive immunity. To ensure an 
efficient replication IAV have evolved mutiple strategies to circumvent the cellular IFN 
response. Beside an already known IFN-antagonistic activity of the Influenza non-struc-
tural protein 1 (NS1), the presented study revealed also an IFN-antagonistic function of 
the Influenza PB1-F2. It could be demonstrated, that this is mainly achieved by PB1-F2 
mediated inhibition of the IRF-3 transcription factor representing the major effector of IFN 
induction. 
Moreover, the human Guanylate-binding protein 3 (hGBP-3) beeing an IFN-inducible 
large GTPase, could be identified as cellular interaction partner of the Influenza PB1-F2 
protein. Detailled sequence analysis revealed the identification of a new splice variant 
of hGBP-3. This splice variant lacking the complete C-terminal exon 11 and 81 nucleo-
tides of exon 7 was termed hGBP-3ΔC. It could be demonstrated that the expression of 
hGBP-3, its splice variant hGBP-3ΔC and hGBP-1 is strongly upregulated by influenza 
A virus (IAV) infection in different host cells. This is most likely due to auto and parac-
rine action of virus induced cytokines, such as type I IFNs or TNFα that also induce 
the GTPases and which is reduced in the presence of PB1-F2. Analysis of the antiviral 
potential of GBPs revealed, that overexpression of hGBP-3 variants and hGBP-1 led to 
significant decreased virus titers in human lung epithelial cells infected with VSV and dif-
ferent human and avian influenza A virus strains. Interestingly, the hGBP-3ΔC mediated 
suppression of viral propagation was the most efficient one and furthermore indepen-
dent from PB1-F2 expression. Additional investigations demonstrated an interference of 
hGBP-3ΔC with viral transcription and synthesis of viral proteins and RNA species, also 
involving a reduced activity of the Influenza polymerase. Functional characterization of 
the hGBP-3 protein domains revealed, that the antiviral activity of the GTPase is media-
ted by its N-terminal globular domain and depends on efficient GTP-binding.
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